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Fachpresse herausgegebenen Richtlinien. Demnach fallen ,,Bd.* und ,,8.‘* fort. (Zitiert 
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Beobachtungen tiber die Komponenten des Aktivators Z 


yon 


Hans vy. Euler und Tore Philipson. 


Die schon vor lingerer Zeit vermutete Zusammengesetztheit 
des Aktivators Z diirfte nunmehr sichergestellt sein. Nachdem 
bis zu einem gewissen Grad die Aufteilung des Aktivators in zwet 
Komponenten erreicht worden ist, verwenden wir bis auf weiteres 
die folgenden Bezeichnungen: 
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2 Hans v. Euler und Tore Philipson, 


Zur Methodik. 

Simtliche Girungen wurden im Schiittelthermostaten  vor- 
genommen bei 30°, und zwar an frischer Oberhete R, fiir die wir 
Herrn Oberingenieur H. Brahmer, Stockholms Norra Jiastfabrik, 
zu Dank verpftlichtet sind. 

Die Hefensuspension hatte folgende Zusammensetzung: 

2 2 (slucose + 25 ccm dest. Wasser + 1 g Hefe. 
Hiervon wurde 1 cem in jedes Girréhrchen gebracht und dazu 
wurden x ccm Aktivatorlésung + (1 — x) com Wasser gesetzt, so 
daB das gesamte Girungsvolumen 2 ccm betrug. 

Aus den von Zeit zu Zeit vorgenommenen Ablesungen der 
entwickelten CO, wurde die Girungsgeschwindigkeit in ,,cem CQO, 
pro Stunde“ ermittelt. Hieraus wird die Aktivierung durch die 
HA-Werte ausgedriickt, wie dies von Kuler und Brunius vor- 
geschlagen worden ist. 

Wegen weiterer methodischer Einzelheiten verweisen wir 
auf die vorhergehenden Arbeiten besonders aut diejenige von 
T. Philipson’). 


Z-Komponenten in schwedischem Bier. 
Tabelle 1. 


Schwedisches Bier (Pilsener) erwies sich insofern fiir unsere Versuche als giin- 
stiges Ausgangsmaterial, als es sehr tiberwiegend die Komponente Z, enthiilt. 





eem CO,/Stunde 


Cem 7. Losung 





Bier allein 


Bier + Z,-Lésung 


Z,-Losung 


0,1 1,5 ri 3,1 
02 1,8 4.9 3,9 
0,5 2,4 40 4,8 
1,0 29 8.0 5.2 


Die eigene Z-Aktivitiit des Bieres ist somit nur gering, es kann 
aber die urspriingliche Aktivitaét des Fe-Filtrates wieder herstellen. 

Ks wurde somit Bier mit Ferrihydroxyd behandelt, um zu 
ermitteln, ob dieses Hydroxyd Z, direkt adsorbieren kann. 

Durch die angegebene Fe-Behandlung wurde offenbar die eigene 
Aktivitiit des Bieres nicht veriindert. Es blieb jedoch ein Teil 
von Z, zuriick, allerdings nicht so viel, als dem Z, entsprach, da 
das letztere durch das Filtrat nicht auf die héchste Aktivitiit ge- 
bracht wird, wie die Tab. 2 zeigt. 


1) Diese Z. 193, 16 (1930). 





Beobachtungen tber die Komponenten des Aktivators Z. 


Tabelle 2. 











ccm CO, Stunde 
ecm Filtrat von der Fe(QH),- . 
; 0 2 a} ] ‘Y Eluat von Fe(OH , 
Z-Loisung Behandlung des Bieres ; “i 
. -t- Le Losuny 
allein + Z,-Lésuny 
Q,1 Lo }:) , 65 
0,2 ioe 4.7 4.8 
Md 0 6,4 To 
1,0 ! aqOo 7,2 4.0 
& i og! 4,4 . 


Dagegen enthilt das Eluat des Fe(OH), offenbar eine aus- 
reichende Menge von Z,, um mit dem Fe-Filtrat (Z,) die gleiche 
Aktivierung zu erzeugen wie das unvorbehandelte Bier. 

Man koénnte hieraus den SchluB ziehen, daB das Bier in der 
Konzentration, in welcher es aus der Brauerei kommt, wenigstens 
doppelt so viel Z, enthalt wie der Autolysesatt, den wir friiher 
angewandt haben. Ob diese Quantitiit mehr als doppelt so grob 
ist. dh. ob das Fe-Eluat einen UberschuB von Z, enthilt, konnte 
durch diesen Versuch nicht festgestellt werden, da die Girung bei 
der optimalen Konzentration der einen der beiden Komponenten 
durch UberschuB der anderen nicht beeinflubt wird (vgl. unten). 


Tabelle 3. 


Dialyseversuch mit konzentriertem Bier. 





com ecm CO,/Stunde 
“-Losung | Dialysat 6 Std. + Fe-Filtr. Bier + Fe-Filtr. 
Q.1 Re af 
U,2 1,7 1,9 
0,5 re re 
1,0 8,0 KI 





Bei der Dialyse ist offenbar mindestens ein Z,-Aquivalent in 


die AuBbentliissigke:t gegangen. Eine Trockengewichtsbestimmun: 
ist noch nicht angestellt worden. 


r 


Weitere Versuche tiber den Z-Gehalt des Bieres tindet man 


im Abschnitt Zinkhydroxyd, S. 5, 


Relative Mengen der Z-Fraktionen in Autolysesaft-Dialysat 
und in Unterhefe. 


Libt man Unterhefe mit Z, oder mit Dialysat vergiiren. 


so erhalt man folgende Girungsgeschwindickeiten: 














| Hans v. tler un }? ) 
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htungen iiber die Komponenten des Aktivators Z 5 


Adsorptionsversuche mit Bleihydroxyd. 


Iyiese Versuche sind ausgettihrt worden teils mit einer sus- 


cewaschenen Suspension des Blethydroxyds und teils in der Weise, 
dab das Hydroxyd in der Z-haltigen Losung selbst cy ( t It Wurde, 


Tabelle 5. 
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6 Hans v. Euler und Tore Philipson, 


diummembran’, wobei die Mengenverhiltnisse zwischen AubBen- und 
Innentliissigkeit so gewihlt wurden, daB das Dialysat die urspriing- 
liche Konzentration des Bieres erhielt. Dieses Dialysat wurde 
dann weiter verarbeitet. 

Zuerst wurde die ganze Ergiinzungsfihigkeit des Bieres 
vegen die Standard-Z,-Lésung, d.i. die kleinste Biermenge, die 
noch volle Aktivitiitsrekonstruktion im Z, verursacht, festgestellt. 
labei wurde das zu untersuchende Biervolumen dem Z, zugesetzt 
und die Mischung auf das urspriingliche Volumen eingeengt. 
Die untersuchten Konzentrationen sind 0,5 ccm Bier/1 ccm Z, und 
0,33ccm Bier/Leem Z,. Die Girungsgeschwindigkeiten sind in 
der Tab. 6 zusammengestellt. 


Tabelle 6. 





| cem CO,/Stunde 
ecem Z-Losung 
; : E : we : 
Z, allein | Mit 0,5 ecm Bier Mit 0,33 cem Bier 
() Pe ee 1,5 
0] b> 4.O5 as 
0,2 9 0.60 : 4 
20 425 8.0 6.9 
1,0 4.6 8.2 7,3 





Ks zeigt sich, daB 0.5 cem voéllig hinreichend waren, um die 
Aktivitiit wieder herzustellen. Dagegen weist die Girung mit 
0,33 com einen Mangel an Z, auf. Mit diesen Girungskurven 
unter Annahme eines im Anfang geradlinigen Verlautes. der- 
selben laBt sich nun errechnen, daB bei dem Zusatz von 0.33 cem 
Bier nur 74°), der notwendigen Z,-Menge anwesend waren, und 
daraus findet man also die ,Grenzkonzentration™ 0,45 cem. Das 
Bierdialysat enthilt demnach 2,2 Aquivalente gegen die in diesem 
Versuch verwendete Z,-Standardlisung. 

Bei der Behandlung mit Zn-(OH), wurden in 200 ccm Bier- 
dialysat 3,6 g krystallisiertes Zinksultat gelést. Die Lésung wird 
dabei 1°) ig beziiglich ZnSO, Es entstand keine Fillung; die 
Losung bheb vollkommen klar. Dann wurde starke Natronlauge 
his Py etwa 9% zugesetzt ‘Phenolphthalein deutlich rot). Das Hydrat 
wurde abzentrifugiert und in wenig Wasser suspendiert und dann 
sowohl Fillung als Zentrifugat nach Zusatz von einigen Kubik- 
zentimetern verdiinnter Essigsiiure von Zn mit H,S befreit. 

ei der yorliufigen Priifune des Z.-Gehaltes im Eluat der 


Kallung zeigte sich, da diese LOsung recht betrachtliche Mengen 
D 





Beobachtungen tiber die Komponenten des Aktivators Z ( 


enthielt. Um den Gehalt zu bestimmen, wurde dieselbe Methode, 
wie sie eben fir Bier verwendet wurde, gewiihlt. Es wurde also 
eine kleinere Konzentration von Z, genommen, als fiir volle Re- 
konstruktion der Aktivitit notwendig war, und zwar wurde hier 
0.37 cem/ecm Z,-Lisung gewahlt. 


Tabelle 7. 





ecin CO, Stunde 


cem Z-Lésung |, - 
Ly + U,b ccm Ls + O,66 CCN 





O.1 3,5 95. 
Q,2 9,45 $7 
0,5 SO) 6.7 
1,0 $2 7,1 


Die 0,6 ccm waren somit hinreichend um die volle Aktivitiat 
zu erzeugen; dagegen nicht 0,37 com. Wir berechnen, da in den 
0,37 ccm sich 78°/, Z, betinden, woraus die (srenzkonzentration 
0,48 ccm und 2,1 Z,-Aquivalente hervorgehen. 

Untersuchung der Restlésung nach der Zn-Adsorption. 


Tabelle 8. 





ecm ecm CO, Stunde 
4-Losung | Bierdialysat  Restlisung ——-Restl. + Z, 
U) 1.o 1.45 ] aS 
O,1 i 1,85 
0,2 2,0 2,0D t 
0,5 PY 2,95 Oy6 
1,0 3,99 3,49 6.45 





Durch die Znu-Behandlung wurde otfenbar die Ejigenaktivitit 
des Bieres nicht veraindert. AuBerdem bemerken wir. d ) 
Zusatz von der Restlésung zum Z,-Standard ‘mit 1 ccm 
eine deutliche Erhéhung der Aktivitit der letzteren | 
Man kénnte dann vermuten, daB die Figenaktivitiit der Restlosur 
\ } } 


bzw. des Bieres) von vollstiindigem Aktivator, der oh 


mit Pb- und Hg-Saizen unspaltbar ist, herriihrt. denn, wie folger 


Pabelle zeigt, die Vermehrung der Giirungsgeschwindigkeit, die im 
ZL, verursacht wurde, ist gerade so groB, wie sie von der Rest- 


losung selbst auf der Oberhefe dargestellt wird. 

Da nun die Aktivitiitssteigerung von 1.0 cem Bier:2.0 ecm St 
etwa der eines Autolysesaftdialysates mit O.1 ecem:2,1 ccm = ent- 
spricht, so kénnte man annehmen, dab der Gehalt 
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Die katalatische Wirkune des Blutfarbstoffes. 


Felix Haurowitz. 





11) Felix Haurowit 


vach all diesen Befunden erscheimt es besonders auffallend, 
dafi der reine Blutfarbstoff kee katalatische Wirkung haben 
llte. Die katalatische Wirkung, die Wu?) gefunden hatte, ist 
von Kuhn?) auf Beimengung von Watalase zuruckgefihrt worden. 
line expernmentelle Nachprifung der vorliegenden Befunde schien 
daher erwunscht. Dazu wurden 2 Wege eingeschlagen. In eimer 
Versuchsreihe wurde Hamin nach der Vorsehrift von Hill und 
Holden®) mit nativem Globin gekuppelt und die katalatische 
Wirksamkeit des entstandenen »sVvnthetischen Hiimoglobins™ 
untersucht. In emer zweiten Versuchsreihe wurde Oxvhiamoglobin 
vom Pferd so oft umkrystallisiert, bis sich die katalatische Wirk- 
sammkert micht mehr dinderte. 

Die Abnahme der katalatischen Wirksamkeit beim  haufigen Um- 
krystallisieren ist nicht nur auf die tatsachliche Entfernung der Katalase 
mit den Mutterlaugen zuriickzufiihren, sondern auch auf ihre allmahliche 
fnaktivierung durch langeres Stehen oder durch den beim Umkrystallisieren 
verwendeten Alkohol. Denn der Katalasegehalt sinkt in frischen Himo- 
vlobinpraparaten auch ohne Umkrystallisieren beim langeren Stehen. lh 
mehrfach umkrystallisierten Praparaten wurde keine Abnahme der Wirksam- 
keit beobachtet, auch nicht bei wochenlangem Stehen. 

Sowohl das .svnthetische™ als auch das mehrfach unkrystalli- 
terte Hamoglobin zereten deutliche katalatisehe Wirksamkeit. 
Ihre GroBenordnung entsprach etwa jener des Hiimins, wenn man 
auf cleiche Hisenmengen bezog. Die Wirksamkeit des ,,synthe- 
tischen’’ Himoglobins war etwas geringer als jene des zur Kupp- 
ling angewandten Hiimins. Es leet jedoch kee spezitische 
Hemmune durch natives Globin vor, denn der cleiche hemmende 
luffekt lief sich auch durch Gelatine erzielen. 

Die nevativen Befunde der anfangs erwahnten Forsche: 
werden durch die angewandte Methode verursacht; sie sind wohl 
larauf zuruckzuttuhren, da®B die sehwache katalatische Wirkune 
des Blutfarbstoffs nicht mit jener des schwach wirksamen Hémuins 

] 


‘olichen wurde. sondern mit der etwa 1OO0O0fach starker wirk- 


So untersucht Kultjugin#) die katalatische Wirkuny von 1 cem 1: 1000) 
verdunnter Hamovlobinl6sung, cd. i. etwa O,1—0O.2 me Hamoglobin, durch 
] ? tT» 


.° 


Titration mit n lO-Permanganat: unter solchen Bedingungen ist weder d 
katalatische Wirkuny des Hamoglobins noch jene dquivalenter Mengen Himin 


ttl 








Die katalatische Wirkung des Blutfarbstoftes. 1] 


nachweisbar. Um mit n/10-Permanganat deutliche Wirkuny zu erhalten, 
missen etwa 20—50 mg Blutfarbstoff eingesetzt werden. Die nevativen 
Resultate von Madinaveitia!) dirften darauf zurtickyehen, daB er al 
Anfangswert der Titration den Permanganatverbrauch des hamoglobinfreies 
Ansatzes eingesetzt hat. Bei der hochwirksamen Blutkatalase ist dieses Vor 
cehen gestattet, da der Permanganatverbrauch der kleinen zur Bestimmun 
verwendeten Enzvymmengen sehr gering ist. Beim wenig wirksamen Blut 
farbstoff ist die eingesetzte Enzvmmenge sehr vrof§, der Permanganatverbrauch 
dieser EiweiBmenge sehr betrachtlich, der Anfangswert der ‘Titration daher 
viel héher als in den Ansatzen mit Blutkatalase. 

Wiihrend die Entfirbung des Permanganats durch Wasser- 
stoffperoxyd momentan erfolet, veht die Mntfairbune durch Eiwerl 
nur langsam vor sich. Der Umschlag wird dadurch unschartf. 
Vian muB stets unter streng vergleichbaren Bedingungen arbeiten 
besonders in Hinsieht auf den Zusatz des Permanvanats und aut 
den Farbton desselben. Trotz aller Vorsicht sind die Ablesunven 
schwankend wie das Beispiel des katalatisch unwirksamen 
Serumalbumins zeigt und der analytische Fehler daher relatis 
eroB. Das gleiche Beispiel zeigt, daly das EiweiB cine kleme Menge 
HO. sofort ber Zusatz desselben bindet, da®B aber im weiteren 


Verlauf des Versuches keine Bindung von H,O, erfolet. Auch an 


diese Moghehket mubte cedacht werden, da Proteme bekanntlich 
von H,O, oxydiert werden, wie u.a. Stary im tnesigen Institut 
eezelgt hat.*) Auf Grund dieser IWontrollversuche mu, man an- 
nehmen, dab die Abnahme des Permanganatverbrauches im de 
Versuchen mit Blutfarbstoff tatsaehlich auf katalatische Zer- 
storung des Wasserstoffsuperoxyds zuriekzufthren ist, micht aut 
Reduktion des Wasserstoftfperoxvds durch die grofen  lawerb- 
menvgen. 

ie negvativen Krvebnisse von Senter?) sind an Hiamovglobn 
Merck gewonnen. In ecigens durcheefuhrten Versuchen erwies sic 
nur das kaéufliiche Merekseche Himoglobin als stark katalatisc! 


chict 


had 


wirksam, etwa 10fach wirksamer als der reimste krystallisiert: 
Blutfarbstoff. Doch mag dies von der Darstellungsweise und de 
\iter der Praparate abhingen. 

H.v. Euler’) und seine Mitarbeiter haben die katalatiscl 
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leicht in Hémoglobin ubergehen. Das spektroskopische Verhalten 
des Priaparats ahnelt also jenem des NO-Hamoglobins. 


Experimenteller Teil. 

Ausgengsmaterial. Hiamin wurde nach Schalfejew aus Rinder- 

ut dargestellt, Globin ebenfalls aus Rinderblut nach dem Verfahren von 
Hill und Holden (a.a.O.). Hamoglobin wurde aus Pferdeblut mitte!s 
\ther-Alkohol gewonnen und nach einer kiirzlich yon mir mitgeteilten') 
Modifikation des Verfahrens von Hoppe-Seyler wiederholt umkrystallisiert. 
Methodik. Himoglobin und Globin, sowie die anderen zur 

[ ntersuchung gelangenden Eiweibkorper wurden in Wasser geldst, 
Hitmin inom /50-Na,HPO,; abgemessene Mengen dieser L6sungen 
wurden mit Wasser auf 40 cem aufgefillt, 5 cem m/5-Phosphat- 
puffer pa 7,0 zugesetzt und auf 0° gekiihlt. Zu dieser Losuny 
wurden 5 cem emer ciskalten 0,1—0,2/n-Losung von Wasserstoft- 
peroxvd zugesetzt, schnell gemischt und sofort, ferner nach der 
Zeit t je 10 com der Lésung entnommen und in 5 ccm 2 n-Schwefel- 
<iiure gebracht. Das unzersetzte Wasserstoffperoxyd wurde mit 
n 10-Permanganat ricktitriert. Aus den in ixubikzentimetern an- 
vegebenen Mengen Permanganatlosung m, und m, zweier aui- 
cinander folgender Titrationen zu den Zeitpunkten ¢, und t, wurde 


: ‘ : ‘ 5 log de ~ log Wie 
iy bhekannter Weise die Reaktionskonstante l\ — " / : 
i 
berechnet, nach dem Vorschlage v. Eulers auf gleiche Eisenmengen 
: . : K 3 
pro Liter bezogen und als Fe Kat. A. _ — ausgedrickt. 
l Millimol Fe ‘ 5 : 


Bea Globin und anderen Proteinen wurde auf die dem [isen 
aquivalente Liweibmenge bezogen; ihr Aquivalentgewicht wurd 
wie jenes des Hémoglobins zu 16500 angenommen. 


Tab. 1 zeigt keinen wesentlichen Unterschied zwischen der Wirkung 
les Globins und jener der Gelatine. Beide hemmen die katalatische Wirksam- 
keit des Himins. Im Versuch mit Gelatine waren Farbe und Spektrum des 
Himins unverindert geblieben. Im Globinversuch trat jedoch Bildung von 
Methimoglobin ein, kenntlich am Farbumschlag von Braun nach Rot und 
m Auftreten des neuen 2streifigen Absorptionsspektrums. — Da nach Hill 
und Holden die Kupplung von Hamin mit Globin besonders schnell bei 
(ievenwart von Ferrotartrat verlauft, wurde ein zweiter Versuch mit Ferro- 
tartrat?) anuvesetzt. Die gleiche Menge Ferrotartrat wurde in Kontrollversuchen 

Ve . 2 

-) Ferrotartrat wurde durch Auflésen von Eisenpulver in konzentrierter 
Weinsaure bereitet. Die Lésung wurde durch Zusatz konzentrierter waBriger 
Sodalésunyg neutralisiert und mit Wasser verdiinnt. Sie reagierte gegen Lack- 


canz sehwach alkalisch. 
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zu Hamin und zu Globin gegeben. Die zugesetzte H,O,-Menge wurde um die 
yur Oxvdation des Ferrotartrats nétige Menge erhéht. Es wurden die gleichen 
Resultate erhalten wie in Tab. ], namlich Fe Kat. A. fiir Hamin 0.035, 
‘ar Globin 0,008 und fiir Hamin -- Globin (02S. 


Pabelle 1. 
Katalatische Zerst6rung von Wasserstoffperoxvd durch Himin 
vor und nach Zusatz von Proteinen. 





ed ~ Zeit K MnO, i de 
Praparat 110°] Fe Kat. A. 
(Minuten)] (cem) 
0.75 me Hamin ee eee at ad () 20S 
Go 1.89 6.9 O30 
0.75 me Hiimin + 18,75 mg Globin ) aime 
60 ye 3.3 O15 
0.75 my Himin -- 18,75me¢ Gelatine () ZA0 
oO 2? OD PAR O.0]2 
i8jome GloDm ...« «sss () 2,416 
60 2,14 O34 0.003 
18.75 me Gelatine........ () 2,14 
GO yA We 0.7 0.003 














teinigung des Hamoglobins. Vorversuche hatten ergeben, dal 
ich zum Reinigen des Blutfarbstoffs das Alkoholverfahren Hoppe-Seylers 
im besten eignet. Es wurde in der von mir anvegebenen Modifikation an- 
vewandt. — Dagegen enthielt der aus Wasser nach dem Dialyseverfahren') 
oder nach dem Toluolverfahren*) umkrystallisierte Blutfarbstoff anscheinend 
croBe Mengen Katalase beigemengt, so dal} die Fe Kat. A. sehr hoch gefunden 


wurde, namlich 1,17 bzw. 37,3. — Methamoglobin wurde nach der oben er- 
wahnten Methode*) aus 3mal umkrvystallisiertem Oxyhamoglobin dargestellt 
und Imal umkrystallisiert. — Es kam in 5°), Alkohol enthaltender 3,5° ,iger 


Losung zur Anwendung. —- Hamoglobin Merck wurde in Wasser gelést, von 
ungelésten Anteilen abfiltriert und die Konzentration der waBrigen Losung 
durch Eindampfen bestimmt. 

Bemerkung zu Tab. 2. Der Zusatz des Permanganats bei der Titra- 
tion erfolgte stets mit gleichmaBiger Geschwindigkeit, etwa 1 Tropfen pro 
Sekunde. Sobald die Rotfirbung der Lésung auftrat, wurde der Biretten- 
hahn geschlossen und ein neuer Tropfen erst bei vollkommenem Verblassen 
der Lésung zugefiigt. Dies wurde so lange wiederholt, bis die Rotfarbuny 
15 Sekunden bestehen. blicb. — Eine kleine Menge Wasserstoffperoxvd wurde 
vom EiweiB, auch wenn es katalatisch unwirksam war, anscheinend durch 
Reduktion zerstért. So verbrauchten 20 mg Serumalbumin 1,14 cem n 10-Per- 
manganat, bei Zusatz von 1,50 ccm n/10-H,O, nur 2,384 ccm Permanganat 
anstatt der berechneten 1,14 -— 1,50 = 2,64 cem. Das Serumalbumin war aus 


1) Haurowitz, Diese Z. 136, 147 (1924). 
“) Heidelberger, J. of biol. Chem. 53, 34 (1922). 
‘y) Haurowitz, Diese Z. 194, 99 (1981). 
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Pferdeserum durch Ammonsulfatfallung der Globuline, Sattigung des Filtrats 
mit Ammonsulfat und Dialvse der Fallung bis zur Salzfreiheit gewonnen. In 
ienen Versuchen, in denen hohe EKiweiBmengen zur Verwendung kamen, mubte 


der hohe Permanganatverbrauch dieser EiweiBmengen beriicksichtigt werden, 
ert wurde in diesen Versuchen der Permanganatverbrauch des 
ciweibfreien Ansatzes eingesetzt; die auf dicse Weise ermittelte Differenz 
vischen Permanvanatverbrauch des eiweiBfreiem und eiweibhaltigem Ansatz 


wurde auf Grund des Versuches mit Serumalbumin als konstant angenomme: 


und Von dey ewells ermittelten Permanganatmenge abvezogen. Auf asi 
Veise wurden dic ,korrigierten’” Werte dee Tab. 2 erhalten. Der ,,korrigierte”’ 
\nfaneswert bt die Stéirke des angewandten Wasserstoffperoxyds an. 


Tabelle 2. 


Zerstorung von Wasserstoffperoxyd durch Dlutfarbstoff. 
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Kinfithrung von Eisen in Porphyrine. Je 2 mg Meso- 
porphyrin wurden in 5 cem buttersiure (Merek, puriss.) gelost, 
0.2cem 2n-HCl, dann leem 20° ,ige NaOH und 0,3 cem 
5” ,iges Ferrichlorid (Merck puriss. pro anal.) in wiBriger Losung 
gugesetzt. Die Ansitze wurden 5, 30 und 60 Minuten im siedenden 
Wasserbad gelassen, ein weiterer Ansatz kurz aufgekocht. Die 
Ansiitze wurden dann aus den Reagenzeliisern in den Scheide- 
trichter gespult, mit Wasser nachgespilt, im Scheidetrichter mit 
Ather versetzt und durch 83maliges Waschen mit groBen Mengen 
Wasser die Hauptmenge der Buttersiure und der anorganischen 
RBestandteile entfernt. Dem Ather wurde dann das unveriinderte 
Porphyrin durch 2maliges Ausschiitteln mit je 10 cem 3° giger 
HCl entzogen und kolorimetrisch mit L6sungen von Mesoporphyrin 
in 3°/jiger HCl verglichen. Wir fanden in den Ansiitzen nach 
5, 30 bzw. 60 Minuten dauerndem Erhitzen 1,64 mg, 0,96 me bzw. 
0,66 mg Mesoporphyrin, in dem kurz aufgekochten Ansatz 1,94 my 
Mesoporphyrin. [ts waren also 18, 52 baw. 67°, des Porphyrins 
in Haimin umgewandelt, nach kurzem Aufkochen 3°/,. Das Meso- 
hiimin fand sich nach HCl-Ausschiittelung in der Atherischen 
Losung und konnte dort dureh die braune Firbung und das 
typische Spektrum nachgewlesen werden. Kin Wontrollansatz mut 
Ferrosulfat an Stelle des Ferrochlorids gab nach kurzem Aut- 
kochen quantitative Umwandlung in Mesohimin; Porphyrin war 
nicht mehr nachweisbar. 


Zusammenfassung. 


Mehrfach umkrystallisiertes Oxyhimoglobin vom Pferd zeit 
deutliche katalatiseche Wirkune, d. h. Zersetzung von Wasserstoff- 
peroxyd. Die katalatische Wirkung des Oxyhiimoglobins ist um 
mechrere GréBenordnungen schwiicher als jene der bBlutkatalase; 
sie entspricht, wenn man auf gleiche Eisenmengen bezieht, etwa 
ener des in Phosphatpuffergemisch gel6sten Protohiémins. 


Hoppe-Seyiler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie CXCVIII ~ 








1& 


Wird das in den Zellstoffwechsel einbezogene Eiweil 
vor der Uberfiihrung in die Stoffwechselendprodukte 
zu Aminosduren aufgespalten? 

Von 


Emil Abderhalden und Ernst Wertheimer. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Halle a. S.) 
(Der Redaktion zugegangen am 31, Mirz 1931.) 


Ks haben K. Thomas und seine Schuler’) auf Grund der 
Beobachtung, daB im Zustand des absoluten Stickstoffminimumis 
Kingabe selbst sehr groBer Mengen von Brombenzol zu_ keiner 
Ausscheidung von Mereaptursiure fuhrt, die Vermutung aus- 
vesprochen, es werde das im Organismus vorhandene, in den 
Stoffwechsel einbezogene Eiwei nicht uber Aminosiéuren zu den 
Stoffwechselendprodukten abgebaut, vielmehr soll es in eimer 
bisher noch unbekannten Weise in diese wbergefiihrt werden. 
Wiahrend bisher EiweiB- und Amuinosiiurestoffwechsel schlechthin 
identifiziert wurden, gleichgiiltig, ob die Eiweiibausteme bei der 
Verdauung im Magendarmkanal gebildet und von da aus den 
Geweben zur Verfiigung gestellt werden oder aber, ob sie dem 
Abbau von ZelleiweiB entstammen, hatten wir, falls die erwahnte 
Ansieht zu Recht bestehen wiirde, auf der einen Seite einen Amino- 
siiurestoffwechsel und auf der anderen Seite emen Abbauweg von 
Miweib, der tiber ganz andere ZGwischenprodukte zu Harnstoff, 
Kohlensiiure und Wasser fihren wirde. Die Folgerungen, cic 
sich aus einer solechen Besonderheit im Verhalten des Gewebs- 
eiweiBes im Stoffwechsel ergeben wiirden, wiren auBerordentlich 
weittragende. Einmal miBte unter Umstinden ein besonderer 
ermentapparat angenommen werden, und ferner wire mit dem 
Auftreten von Verbindungen in vielleicht grober Zahl zu rechnen, 
die, mit besonderen Eigenschaften ausgestattet, Wirkungen ent- 
falten kénnten, die bisher nicht in Rechnung gesetzt worden sind. 
ies ersehien uns aus den angefuhrten Griinden geboten, das Pro- 
blem der Mercaptursiurebildung unter verschiedenen Bedingungen 
neu zu bearbeiten. Wir hatten von vornherein Zweifel, ob ein 
negativer Ausfall der Synthese der genannten Séure aus Cystein 
und Halogenbenzol ohne weiteres als Beweis dafiir anzusehen ist, 


1) K. Thomas u. H. Straczewski, Arch. f. Anat. u. Physiol. 241 
(1919). H. Zeller u. H. Straczewski, ebenda 585 (1914). J. Kapf 
hammer, Diese Z. 116, 302 (1921). 
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daB beim Abbau von ZelleiweifB kein Cystem bzw. Cystin entsteht. 
Zuniachst ist die Menge an dieser Aminosiiure dann, wenn nur die Ab- 
nutzungsquote im Stickstoffstoffwechsel in Betracht kommt, auber- 
ordentlich klein. Es ist ferner bekannt, daB Cystin bzw. Cystein im 
Organismus mannigfache Verwendung findet. Es sei an die Bildung 
von Taurin, von Glutathion, an das an Cystin reiche Insulin und 
endlich an die fortlaufende Neubildung von Keratinsubstanzen, 
die auch im Hungerzustand nicht ganz eingestellt ist, erinnert. 
Es ist durchaus denkbar, da der Organismus bei fehlender Zufuhr 
von EiweiB von auBen und nach Erschépfung der an sich ja nicht 
croben EiweiBvorraite mit den bei der Hydrolyse von Zelleiweik 
entstehenden Amunosiiuren, die als Bausteine zur Bildung’ be- 
stimmter biologisch besonders wichtiger Stoffe Verwendung 
finden, besonders sparsam umegeht. Die Moéglichkeit, bei Zufuhr 
von Halogenbenzol im Zellstoffwechsel entstehendes Cystein 
quantitativ abzufangen, besteht an und fiir sich nicht, der tierische 
Qrganismus kann die genannte Verbindung auch in anderer Weise 
entgiften (Paarung mit Schwefelsiure bzw. Glukuronsiiure).') 
Bevor wir an neue Versuche herantraten, priften wir die 
Frage, ob nicht durch die von Ik. Thomas und seinen Sehiilern 
angewandten Versuchsbedingungen an und fiir sich die Méglich- 
keit emer Mereaptursiurebildung vermindert sein konnte. Ver- 
abreicht man Hunden grobe Brombenzolmengen, dann erkennt man 
ohne weiteres, daf sie schwer geschadigt werden. [Ks ist dies ins- 
besondere dann der Fall, wenn Tiere hungern. So haben beispiels- 
weise Thomas und Straezewski emem Hund nach emer Vor- 
periode in 9 Tagen 30 ¢ Brombenzol zugefiihrt. Ferner ver- 
abreichte Kapfhammer nach emer Stagigen eiweiBfreien lir- 
nihrung innerhalb von 8 Tagen 12 ¢ Brombenzol. Wir kiirzten 
ber unseren Versuchen die Vorperioden, indem wir die Versuchs- 
tere 1—2)/, Tage hungern heBben, ab und verabreichten ge- 
ringere Mengen von Halogenbenzol. Wir verarbeiteten ferner den 
cesammelten Harn in kurzeren Perioden auf Mercaptursiiure, 
als das bei K. Thomas und seinen Schilern der Fall war, und 
zwar deshalb, weil wir an die Méghehkeit dachten, daB bei lingerem 
Stehen des Harns vorhandene Mercaptursiure zerfallen konnte. 
Wir haben nur beim ersten Versuch den Harn wihrend 5 ‘Tagen 
vesammelt, im ubrigen schieden wir die Mercaptursiiure im Harn 


') Rhode, Diese Z. 124, 15 (1923). T. S. Hele, Biochemic. J. IS, 586 
1924). Auch von H. Zeller und H. Straczewski (a. a. O.) wird angefuhrt, 
daB die klare Deutung der Versuchsergebnisse dadurch leidet. 


OQ 
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von 2 Tagen ab, in wieder anderen Fallen benutzten wir zum 
Nachweis der genannten Séure den Tagesharn. 

Wie aus dem experimentellen Teil hervorgeht, gliickte es in 
emer ganzen Reihe von Fallen bei sehr eiweiBarmer bzw. eiweib- 
freier Iernahrung bzw. bet volligem Ausschlufi von Nahrung 
nach Kingabe von Brombenzol Mercaptursiurebildung eimwand- 
frei festzustellen. Ab und zu war das Ergebnis ein negatives. 
Worauf das zuriickzuftihren ist, konnten wir nicht ermitteln. 
Ms ist wohl moglich, da®B der Bedarf des Organismus an Cystein 
fiir bestimmte, oben angefiihrte Zwecke maBbgebend dafiir ist, 
ob soleches fir die Mereaptursiiurebildung verfiigbar bleibt. 
Ms kann aber auch sein, daB zum Zustandekommen der m 
Frage stehenden Synthese bestimmte Bedingungen erforderlich 
sind, die im einen oder anderen Fall nicht vorhanden waren.') 
Ber Zugabe von Cystin stieg, wie zu erwarten, die Mercaptursiéiure- 
bildung an. Von ganz besonderer Bedeutung sind Feststellungen 
der folgenden Art. Es blieb z. B. bei einzelnen Versuchen die 
Mercaptursiurebildung am 1. Tag der Brombenzolverabreichung 
bei eiweiBfreier Ikost aus (bzw. sie war so geringfiigig, daB sie dem 
Nachweis entging). Am folgenden Tag lieB sich Mereaptursaure 
abscheiden. Wir beobachteten ferner, daf dann, wenn nach einer 
Periode mit eiweibfreier Ernéhrung, wihrend der mehrfach Brom- 
benzol verabreicht worden war, zu eiweibreicher Nahrung itiber- 
gegangen wurde, in den einen Fallen grofe Mengen von Mer- 
captursiiure zur Ausscheidung kamen, wiihrend in anderen eine 
Abscheidung von soleher aus Harn nicht gelang. In wieder anderen 
Killen entsprach ihre Menge etwa der wahrend der eiweibfreien 
Kost festgestellten. Gleiche Krfahrungen machten wir bei Hunger- 
versuchen. bei dem als Beispiel angefuhrten erfolgte am 3. Hunger- 
tag nach Eingabe von Brombenzol keine Mercaptursiiureaus- 
scheidung. Am 4. Hungertag vermochten wir 55 mg Mercaptursiiure 
zu isolieren. Nach Verabreichung von 300 ¢ Kleich bheb der 
Harn fret an solcher. Offenbar werden je nach den im Organismus 
vorhandenen Verhialtnissen in mehr oder weniger groBem Aus- 
mabe vorn Darm aus aufgenommene Aminosiuren zum Aufbau 
von wihrend der eiweiBfreien Ernaéhrung zum Abbau gekommenem 
Gewebseiweih und ferner zu anderen, in der Kinleitung angefiihrten 
Aufgaben verwendet. Wichtig erscheint in Hinsicht auf die vor- 
hegende Fragestellung, daB auch dann, wenn dem Organismnus 


l) Vel. hierzu E. Abderhaldenu. FE. Wertheimer, Pfliigers Arch. 20%, 


215 (1925). 
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in der Nahrung EiweiB in reichlicher Menge dargeboten wird, 
die Mercaptursdurebildung unterbleiben kann. 

Bemerkt sei noch, daB wir die Frage priiften, ob die Mer- 
captursiiurebildung bei Steigerung des EiweiBumsatzes in ver- 
mehrtem Mae zustande kommt. So fiihrten wir z. B. Thyroxin 
zu. Es zeigte sich, daB der erwartete Zuwachs an der genannten 
Siiure nicht eintrat. Offenbar ist nicht in erster Lime der Kiweib- 
abbau als solcher gesteigert, sondern derjenige von Aminosauren. 

Die von uns gemachten Beobachtungen bilden keme Stutze fur 
die von KX. Thomas und seinen Schiilern vertretene Anschauung, 
sie sprechen vielmehr dafiir, dai das im Zellstoffwechsel zum 
Abbau gelangende EiweiB zu 9 Amuinosiiuren aufgespalten wird. 
Dafir spricht auch die Erfahrung, daB bei eiweiBfreier Kost 
Kynurensiure 1m Harn auftreten kann.!) Diese diirfte kaum aus 
Trvptophan gebildet werden kénnen, wihrend es noch mit anderen 
MiweiBbaustemen in Verbindung steht. Es bleibt selbstverstiéind- 
lich die Frage offen, ob neben der Zerlegung von EiweiB in Amino- 
siuren noch Abbauvorginge stattfinden, bei denen im Poly- 
peptidverband befindliche Aminosiéuren eine Verainderung erfahren. 
Schheblhich dirfte jedoch auch in diesem Falle die einsetzende 
Hydrolyse zu Verbindungen fiihren, die sich in den Aminosiiure- 
stoffwechsel eimreihen. Am Beispiel der Adenylsiure erkennen 
wir, daB wohl eme Ammoniakabspaltung aus der Adeninkompo- 
nente moéglich ist, ohne dab die genannte Verbindung zerfiillt. 
SchheBlich diirfte jedoch, wenn das erwaihnte Nucleotid endgiiltig 
zum Abbau kommt, Hypoxanthin entstehen, das dann genau so 
in Xanthin und Harnsiéure iibergefiuhrt werden kann, wie wenn 
freies Adenin zum Abbau kommt. Ebenso kann die Guanidin- 
gruppe des Arginins der Hydrolyse unterworfen werden, ohne da 
es In Freiheit gesetzt wird. Das im Polypeptidverband verbleibende 
Ornithin wurde jedoch bei der Hydrolyse der zusammengesetzten 
Verbindung frei werden und dann ebenso weiter abgebaut wie die 
vleiche, aus freiem Arginin entstandene Amunosiure. [Kin be- 
sonderer Abbauweg kame somit nicht in Frage. 


Experimenteller Teil. 
Der Nachweis der Mercaptursaure erfolgte nach der Methode von Bau- 
mann und Schmitz.*) Als Versuchstier verwendeten wir den Hund. 


1) K. Thomas, Festschrift der Kaiser-Wilhelm-Gesellschaft zur Foérde- 
rung der Wissenschaft. J. Springer, Berlin 1921. 

*) Diese Z. 20, 586 (1895). — Vel. auch E. Friedmann, Hofmeisters 
Beitrage 4, 490 (1904). 
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Versuch |. Boxer. Korpergewicht 9,4 kg. Ziemlich abgemagertes Tier. 

1. Periode: Dauer 5 Tage. Nahrung taglich 200 ¢ Fleisch plus Reis. 
Insgesamt wurden 7,5 ¢ Brombenzol per os zugefiihrt. Tsolierung an Mer- 
captursdurekrystallen 1,2 g. Schmelzp. 153°. 

2. Periode: Wahrend 5 Tagen erhielt das Tier die folgende Nahrung: 
Rohrzucker, Fettbrihe und an 2 Tagen je 25 ¢ Brot. Insgesamt wurden 
per os verabreicht 7,5 ¢ Brombenzol. Isoliert: 0,26 ¢ Mercaptursdéurekrystalle. 
Schmelzp. 1538——154°. 

3. Periode: Nach Einschaltung eines Hungertages erhielt das Versuchs- 
tier wahrend 5 Tagen die gleiche Nahrung wie in der 2. Periode plus taglich 
0.7 g Cystin. Zugefiihrte Brombenzolmenge 7,5 g. Lsoliert: 0,502 g Mercaptur- 
siure. Schmelzp. 150°. 

Versuch 2. Hund Peter. Koérpergewicht 15 kg. Guter Ernahrungs- 
zustand., 

1. Periode: Dauer 5 Tage. Nahrung: Rohrzucker, Fettbriihe plus 30 ¢ 
Brot. Insgesamt per os 7.5 ¢ Brombenzol, dazu taglich 5 mg Thyroxin sub- 
cutan, und 3 Tabletten Schilddriisendispert. Es konnte keine Mercaptur- 
siure nachgewiesen werden. 

2. Periode: Dauer 5 Tage. Nahrung wie bei Periode 1. Hinzugefiigt 
wurde taglich 0,7 g Cystin (kein Thyroxin). Insgesamt verabreicht 7,5 g Brom- 
benzol. Isoliert 0,29 ¢ Mercaptursiiure. Schmelzp. 150°. 

3. Periode: Dauer 1 Tag. Nahrung: Fett, Starke mit etwas Fettbrihe 
aufgekocht. 1g Brombenzol per os. Es konnte keine Mercaptursiure fest - 
vestellt werden. Das gleiche war am nachsten Tag der Fall, an dem die Ver- 
suchsanordnung genau dieselbe war wie am vorhergehenden Tag. 

Versuch 3. Jagdhund. Korpergewicht 21 kg. Das Versuchstier 


hungerte zunichst 2'/, Tage. 























Brom- | Isolierte | ¢ Thi 
a benzol | Mercap Schmelz. | Thio- 
7 nZO l ree = 
es Nahrung _ ‘ yhenol- 
; des per os | tursaure punkt I 
Versuchs in g in mg 0 reaktion 
2 Tage Reis +- Fettbriihe 3 Spur — - 
dann 
2 Tae Fett, Starke zu einem 
Brei angerihrt . . . 2 130 152 
dann 
1 Tag Pett, Stdrke .... « ] 95 150 - 
dann 
1 Tag Fett, Starke ...... l 12 151 
Versuch 4. BraunweiBer Spitz. Koérpergewicht 5,5 kg. Sehr ab- 


vemagert. Das Versuchstier hungerte zunichst 12 Stunden. Versuchsdauer 
| Tag; Nahrung: Reis. 0,8 g Brombenzol per os. Gefundene Mercaptur- 
saure: Og. 

Versuch 5. Schwarzer Hund. Korpergewicht 19,5 kg. Das Tier 
hungerte zunachst 1'/, Tage. 








Wird das in den Zellstoffwechsel einbezogene EiweiB usw. 23 
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dann 
29 Tage| Starke + Fett . . . . | 1,4 35 152 6,10 
dann 
1 Tag | Starke + Fett ... 0,8 15 15° 4 3 94} 
dann 
| Tag | Fleisch-+ Reis etwa 250g | 0,8 115 150 
dann 
1] Tag | Fleisch+ Reis 250 g 0.8 39 142 
nicht rein 




















Versuch 6. Junges Tier. K6érpergewicht 12 kg. Sehr mager. Das 
Versuchstier hungerte zunachst 1!/, Tage. 
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2 Tage | Starke + Fett .... 1,4 71 152 
dann 
| Tag Starke + Fett .... OS Spur — 
dann 
| Tag Fleisch+ Reis etwa 250¢ 0.8 35 151 
dann 
| Tag Fleisch + Reis 200g . 0,8 36 146,6 

(nicht 
ganz rein) 

















Versuch 7. Dobermann. Korpergewicht 14 kg. Das Tier hungerte 
zunachst 2'/, Tage. 
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2 Tage] Fett + Starke .... 1,0 wenige mg 
dann 
lTag | Fett + Starke ... . 0,8 51 148 
dann 
i Tag | Fleisch + Reis... . 0.8 
dann 
1Tag | Fleisch + Reis... . 0,8 Spur — 
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Versuch 8. Dogge. Koérpergewicht 7,0 kg. 





in den Zellstoffwechsel usw. 


Das Tier hungerte zunachst 
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Versuch 9%. Kleiner Boxer. 
verte zunachst 48 Stunden. 





Korpergewicht 
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Auch dann, wenn Gewebseiweii im Organismus zum Abbau 
gelangt, kommt es zur Bildung von Aminosauren. Bei der Zufuhr 
von Halogenbenzol kann es auch dann zur Bildung von Mercaptur- 
siure kommen, wenn kein Eiweif mit der Nahrung zugefiihrt wird. 





Uber Sphingosin. 
(12. Mitteilung iber Cerebroside.})| 
Von 


E. Klenk und W. Diebold. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitit Tibingen. 


(Der Redaktion zugegangen am 28. Mirz 1931.) 


Nachdem das beim Ozonabbau des Triacetylsphingosins (1) 
entstehende  stickstofffreie Spaltprodukt naher charakterisiert 
war?), haben wir nun auch die Natur des dabei auftretenden stick- 
stoffhaltigen Spaltprodukts genauer festgelegt, um so die noch 
offene Frage iiber die relative Stellung der an den drei letzten 
Kohlenstoffatomen des Sphingosinmolekiils sich befindlichen 
Aminogruppe und 2 Hydroxylgruppen zu klaren. 

Aus dem mittels Séurespaltung entacetylierten Abbau- 
produkt (II baw. ITI) 


OAc 
I. CH,-(CH,),.:CH:CH-C,H, | OAc 
| NHAc 
Ozon- spaltung 
OAc 
CH,:(CH,),.;CHO ~< > Il. OHC-C,H, | OAc 
NHAc 
saure Hydrolyse 
Y Pp 
III. OHC-C,H, / OH 
| NH, 
Oxydation mit Br 
Y OH 
IV. HOOC-C,H,) OH 
| NH, 
Reduktion mit HJ 
Y H 
V. HOOC-C,H,) H 
NH, 


") 11. Mitteilung: Diese Z. 189, 243 (1930). 
*) Diese Z. 185, 169 (1929). 








iF E. Klenk und W. Diebold, 


wurde durch Oxydation mit Brom in schwach saurer, waBriger 
Losung eine bisher noch unbekannte, gut krystallisierende Dioxy- 
aminobuttersiure (LV) erhalten. Diese gibt bei der Reduktion 
mit Jodwasserstoffsiure im Bombenrohr eine Aminobuttersiéiure (\V) 
mit einem Zersetzungspunkt von 280—285°. Es hegt hier zweifellos 
die g-Amino-n-buttersiure vor, deren Zersetzungspunkt je nach 
Art der Bestimmung zu 285° baw. 304° angegeben wird. Die Séure 
hesitzt einen ausgesprochen siiBen Geschmack, was nach E. Fi- 
scher?!) fir «-Aminosiiuren besonders charakteristisch ist. 

Von den anderen mdglichen Isomeren hat lediglich die 
#-Amino-i-buttersiiure einen éhnlich hohen Zersetzungspunkt (280°), 
(im diese kann es sich hier aber nicht handeln, da die urspriing- 
liche Dioxysiure (IV) optisch aktiv ist, waihrend es von der 
g-\mino-dioxy-i-buttersiiure 

HOH,C. 

-CNH,:COOH 

HOH,” 
infolze des Fehlens eimes asymmetrischen [Kohlenstoffatoms 
optisch aktive Formen nicht gibt. Die /- und y-Amino-n-butter- 
siiuren sind auf Grund ihrer wesentlich niedrigeren Schmelzpunkte 
bzw. Zersetzungspunkte (etwa 185° und 193°) ebenfalls mit Sicher- 
heit auszuschlieBen. Die /-Amuino-i-buttersiure endlich ist bis 
jetzt noch nicht bekannt. Doch dirfte ihr Schmelzpunkt von 
der ihr entsprechenden n-Siéiure kaum wesentlich versehieden, 
jedenfalls nicht merklich héher sein. 

Nach diesen Befunden ist das aus dem Sphingosin erhaltene 
Abbauprodukt (LV) als ¢-Amino-/,y-dioxy-n-butterséiure 


HOOC-CHNH,:-CHOH:CH,OH 
charakterisiert und fiir das Sphingosin ergibt sich folgende Kon- 


stitution: 


CH, + (CH,) 9° CH: CH: CHNH,-CHOH:CH,OH . 


Darstellung des Ausgangsmaterials. 

Das fiir die vorliegenden Versuche verwendete Sphingosin 
wurde ausschlieBlich durch Spaltung von anniihernd phosphor- 
freien Cerebrosidgemischen erhalten. Die Spaltung erfolgte teils 
durch wiBrige, teils durch methylalkoholische Schwefelsiéure. Fur 
die priiparative Darstellung gréBerer Mengen haben sich folgende 
Verfahren am besten bewahrt: 


!) Ber. chem. Ges. 35, 2662 (1902). 
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Spaltung mit wéBriger Schwefelsiure. 50¢ des Cere- 
brosidgemisches werden in 150 cem Wasser fein suspendiert und 
durch Erhitzen auf dem Wasserbad zum Quellen gebracht. Dann 
fiigt man unter Schitteln 150 cem 20°/jige Schwefelsiure hinzu 
und erhitzt mit aufgesetztem Steigrohr 4 Stunden im siedenden 
Wasserbad, wobei von Zeit zu Zeit gut umgeschiittelt wird. Die 
nach dem Erkalten hellbraune, bréckelige Masse wird auf einer 
croBeren Nutsche abfiltriert, mit Wasser griindlich gewaschen und 
so gut wie modglich trocken gesaugt. Durch 3—4maliges Aus- 
kochen mit Aceton werden die Fettsiuren entfernt. SchlieBlich 
krystallisiert man das ungelést zuriiekbleibende Sphingosinsulfat 
aus viel Methylalkohol um und erhalt es so in Form eines rein 
weiBen, krystallisierten Pulvers. Ausbeute etwa 80°/, der Theorie. 

Spaltung mit methylalkoholischer Schwefelsiéure. 
Man spaltet mit dem 25fachen Volumen (an Stelle des sonst 
iiblichen 50fachen Volumens) 10-gew.-°/jiger methylalkoholischer 
Schwefelsiiure durch 5—6stiindiges Kochen unter RiickfluB. Die 
nach dem Erkalten ausfallenden Fettsiureester werden abgesaugt 
und das Filtrat zur Entfernung des in Lésung gebliebenen Teils 
der Ester wiederholt mit Petrolither (Siedep. 830—50°) — aus- 
seschittelt. Von der schwefelsauren methvlalkoholischen Loésung 
wird der darin geléste Petrolather wegdestilliert und dann zu 
dieser Losung konzentrierte, methylalkoholische Kalilauge bis zur 
alkalischen Reaktion gegeben. Die ausgefallenen Kaliumsalze 
werden mit Hilfe von Kieselgur auf der Nutsche abgesaugt und das 
mit Kssigsiure schwach sauer gemachte Filtrat im Vakuum_ bis 
auf em Viertel des urspriinglichen Volumens eingeengt. Man 
macht nun wieder mit waBriger Kalilauge alkalisch, versetzt mit 
viel Ather, in welehem sich das freie Sphingosin lést, schiittelt 
dann wiederholt mit Wasser aus und trocknet die itherische 
Losung mit Natriumsulfat. Nach Abdestillieren des Athers nimmt 
man das zurickbleibende Rohsphingosin zur weiterer Reinigung 
in Athylalkohol auf und fallt die Base unter Kithlung mit alkoho- 
lischer Schwefelsiiure als Sulfat aus, wobei ein UberschuB von 
Schwefelsiure zu vermeiden ist. Das so erhaltene Sulfat wird 
schheBlich noch aus viel Methylalkohol umkrystallisiert. Aus- 
heute: 50—60°/, der Theorie. 

Um die freie Base zu gewinnen, wird das auf die eine oder 
undere Weise dargestellte Sulfat in wenig Methylalkohol suspen- 
iert, dann etwas mehr als die berechnete Menge n/1 methy!- 
alkoholische [Kalilauge hinzugegeben und kurz erwiirmt. Man 
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fiigt nun das 2—3fache Volumen Ather zu, filtriert das sehr fein- 
kOrnig ausfallende Kaliumsulfat ab, verdiinnt das Filtrat mit viel 
Ather und schiittelt nun die Lésung im Scheidetrichter zur Ent- 
fernung des Alkohols wiederholt mit Wasser aus. Die mdglichst 
vollstandige Hntfernung des Alkohols ist sehr wesentlich, da diese 
die nachherige Krystallisation des Sphingosins weitgehend ver- 
lindert. Die mit Natriumsulfat getrocknete atherische Loésung 
wird auf ein kleimeres Volumen eingeengt und zur Krystallisation 
in den Wilteraum gestellt. Nach Abtrennung des auskrystalli- 
sierten Sphingosins kann durch weiteres Einengen des Filtrats 
meist noch eme 2. Abscheidung erzielt werden. Die Ausbeute 
an krystallisiertem Sphingosin betrigt nur etwa die Hialfte der 
Gesamtmenge. Schmelzp. 82,5° Thudichum}?) gibt den Schmelz- 
punkt des Sphingosins zu 75—80° an. Andere Angaben tiber den 
Schmelzpunkt der freien Base haben wir in der Literatur nicht 
sefunden. Den in der Mutterlauge verbliebenen nicht mehr zur 
Krystallisation zu bringenden Anteil erhalt man durch Verjagen 
des Athers und Aufnehmen des Riickstandes in Petrolather unter 
gelindem Krwirmen (wobei eine betraéchtliche Menge Wasser sich 
abtrennt, das im Scheidetrichter abgelassen wird) nach Abdestil- 
lieren des Petrolathers als eme feste, hellgelbe Substanz. 

Die Acetyherung erfolgte nach der bereits friher beschric- 
benen Methode.*) Wir haben dabei die Beobachtung gemacht, 
dafs das durch Spaltung mit wéBriger Saiure erhaltene Sphingosin 
ein wesentlich anderes Verhalten zeigt, als das durch Spaltung 
mit methylalkoholischer Séure gewonnene. Wihrend von diesem 
letzteren ohne Schwierigkeit ein Acetylprodukt vom Schmelzp. 102 
bis 102,5° (nach oftmaligem Umkrystallisieren aus Aceton Schmelz- 
punkt 102,5—103°) in einer Ausbeute von iber 70°/, der Theorie 
zu erhalten ist, krystallisiert 1m anderen Fall das Acetylprodukt 
viel weniger bereitwillig aus der Acetylierungsfliissigkeit aus. Man 
erhalt bestenfalls eine Ausbeute von 40—50°/, und das Produkt 
hat einen Sehmelzpunkt von nur 97—98°, der auch beim oft- 
maligen Umkrystallisieren kaum mehr ansteigt. Ahnliche Fest- 
stellungen beziiglich des Schmelzpunktes von Triacetylsphingosin 
haben schon friiher Thomas und Thierfelder’) gemacht. Die 
Acetylierung des nicht krystallisierten, aus den Mutterlaugen 


') J. prakt. Chem. 60, 487 (1899). 
2) Diese Z. 185, 169 (1929). 
*) Diese Z. 77, 511 (1912). 
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gewonnenen Sphingosins fiihrt zu sehr schlechten Ausbeuten an 
krystallisiertem Triacetylprodukt. 

SchheBblich sei auch die bisher noch nicht ermittelte spezifische 
Drehung des Triacetylproduktes angegeben: 

0,5002 g Substanz (Schmelzp. 102,5—103°) zu 10 com in EKisessig gelést. 
Drehung im 2 dm-Rohr: « = — 2,41°. 


[@)i? = — 24,00". 


«-Amino-3,y-dioxy-n-buttersaure aus Triacetylsphingosin. 

Die Ozonspaltung wurde in enger Anlehnung an die friither 
cegebene Vorschrift durchgefiihrt. Die Ozonisation des Triacetyl- 
sphingosins fihrt man, da bei Verwendung eines der tiblichen 
Kinleitungsgefaibe ein kleiner Teil des Ozons von Anfang an un- 
ausgenutzt entweicht, zweckmaBigerweise in einer Spiralgaswasch- 
flasche aus, wobei eine vollstindige Absorption erzielt wird. Den 
lndpunkt der Ozonanlagerung stellt man mit Hilfe emer an- 
cesiuerten . Jodkalildsung fest, durch welche das Gas, nachdem 
es die Apparatur passiert hat, geleitet wird. Sobald die Loésung 
dureh freiwerdendes Jod sich braun firbt, ist die Ozonisierune 
praktisch beendet. Die genau wie frither erfolgende Spaltung und 
weitere Aufarbeitung fiihrt nach [ntfernung des Myristinsiure- 
Aldehydgemisches durch Petrolither zu einem = ziihen, faden- 
zichenden, fast farblosen Sirup, der wahrscheinlich ein Gemisch 
von ‘Triacetylaminotetrose und der entsprechenden Siiure dar- 
stellt. Die Substanz lost sich in Aceton, Alkohol, Essigester sehr 
leicht, schwerer in Ather, so gut wie nicht in Petrolither und 
Wasser. Die Trommersche Probe fillt positiv aus. 

Aus der petrolatherischen Lésung scheidet sich zuweilen beim lingeren 
Stehen eine weiBe krystalline Substanz ab. Aus Methylalkohol umkrystallisiert, 
schmilzt sie bei 101°. Sie addiert kein Brom. Es liegt hier offenbar Triacety|- 
dihydro-sphingosin vor, das bei der katalytischen Spaltung des Ozonids aus 
unverandert gebliebenem Ausgangsmaterial entstanden sein diirfte. 

4,252 mg Substanz gaben 10,56 mg CO, und 4,13 mg H,O. 

17,820 (9,912) mg Substanz verbrauchten 3,96 (2,47) com n/100-Siéure 
(Mikrokjeldahl n. Pregl). 

C,,H,,NO, (427,5) Ber. C 67,39°9/, H 10,61°/, N 3,27°/, 
Get. ,, 67,7 » 10,9 aan 
»» 3,49 

Zur Abspaltung der Acetylgruppen wird nun der Sirup mit 
dem 10fachen Volumen 38—4°/,iger methylalkoholischer  Salz- 
saure 3 Stunden unter RickfluB gekocht. Naé¢h Entfernen des 


font 


Alkohols und des gréBten Teils der Salzsiiure im Vakuum nimimt 
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man den Ruckstand in Wasser auf. Es entsteht ein gallertiger 
Niederschlag (wahrscheinlich ungespaltenes Ausgangsmaterial). 
Qhne Riucksicht auf den Niederschlag erhitzt man die Léung 
1 Stunde im siedenden Wasserbad und filtriert nach dem Erkalten. 
Diese Losung enthielt, ausgehend von 10,2 g Triacetylsphingosin, 
235 mg oder 70°/, des im Ausgangsmaterial vorhandenen N., 

(cesamtvolumen der Lésung: 100 ccm. 0,1 ccm derselben verbrauchten 
1,68 (1,67) com n/100-Saure (Mikrokjeldahl n. Pregl). 

In emer Flasche mit eingeschliffenem Stopfen figt man zu 
der wibrigen Loésung, deren Volumen fiir 5 g des Sirups oder 
10g Triacetyl-sphingosin etwa 100 c¢em betragen soll, soviel Brom 
bis die Losung vollstandig gesiattigt und am Boden des GefiaiBes 
cin kleiner UberschuB vorhanden ist. Man laBt unter zeitweiligem 
irsatz des aufgenommenen Broms etwa 1 Woche stehen. Fir die 
angegebene Sirupmenge werden insgesamt etwa 20 ¢ Brom ge- 
braucht. 

Nach Abtreiben des Broms durch Erhitzen entfernt man den 
Hauptteil der Halogenwasserstoffsiure mit Bleicarbonat, den 
letzten Rest mit Silberoxyd und die kleineren Mengen der gelosten 
Schwermetalle durch Fallung mit Schwefelwasserstoff aus siedend 
heiBer Lésung. Die zuniichst wasserklare Losung wird auf dem 
Wasserbade stark eingeengt und sechlieBlich im Vakuum_ wtber 
Schwefelsiure zur Trockene gebracht. Man erhalt so die rohe 
Dioxy-amino-buttersiure als festen, krystallisierten, jedoch stark 
braun gefiirbten Rickstand. Sie wird durch Umkrystallisieren 
aus der 5—10fachen Menge heiBen Wassers unter Entfairbung 
mit Tierkohle gereinigt, wobei sie sich in farblosen Prismen ab- 
scheidet.. Aus dem Filtrat kann dureh Einengen im Exsiceator 
iiber Schwefelséure noch eine weitere kleinere Menge der Krystalle 
vewonnen werden. Ausbeute: in einem Fall 45°/5, im emem 
anderen 38°) der Theorie. 

Zur Analyse wurde die nochmals umkrystallisierte Substanz 
in Vakuum iber Schwefelsiure getrocknet. 


5,019 mg Substanz gaben 5,730 mg CO, und 3,24 mg H,O. 


5,810 mg » 6,69 mg CO, und 3,85 mg H,O. 
12,657 mg " verbr. 8,24 cem = n/100-Saiure (Mikrokjeldahl —n. 
Pregl). 
9.690 my - » 6,27 cem n/100-Saure. 
C,H,NO, + H,O (153,12) Ber. C 31,35°/, H 7,24°/, N 9,14°/o 
Gef. ,, 31,1 » ine » 9,1 


7,2 
», 31,4 o i » Oe 
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Die Substanz krystallisiert demnach mit 1 Molekul Krystall- 
wasser. Der Schmelzpunkt der wasserhaltigen Substanz ist etwa 
135°, wobei das Krystallwasser gasformig entweicht. Der bei der 
Entwasserung (im Vakuum bei 102° tber P,O,) sich ergebende 
Gewichtsverlust ist etwas hoéher als der Theorie entspricht, was 
wohl auf teilweise Lactonbildung zurickzuftihren sein diirfte. 
Auch scheint vielleicht noch eine weitergehende Zersetzung ein- 
zutreten, da sich die Substanz dabei gelb farbt. Die entwasserte 
Substanz hat keinen & hmelzpunkt. Uber 250° tritt Verkoh- 
lung ein. 

Die Substanz ist vollkommen geschmacklos. Sie lost sich in 
heiBem Wasser sehr leicht, in kaltem nur mafig. Loslichkeit 
bei 209 etwa 1:30. Die waBrige Losung reagiert neutral. In den 
ublichen organischen Lésungsmitteln ist sie unloshch. Der Korper 
ist linksdrehend. 


00,2003 g Substanz zu 10 cem in Wasser gelést. Drehung im 2 dm-Rohr: 
1,349. 
[a] y’ =— 33,45°. 


Die Substanz wurde bis jetzt nur aus dem hoch schmelzenden 
Triacetyl-sphingosin gewonnen, das aus den mit methylalkoholischer 
Schwefelsiure gespaltenen Cerebrosiden stammt. 

Ob das niedriger schmelzende Acetylprodukt des durch waBrige Spaltung 
erhaltenen Sphingosins zu demselben Korper fihrt, ist nicht bekannt. Uber 
die Erfahrungen, die bei der Ozonspaltung desselben in bezug auf das stick- 
stofffreie Spaltprodukt gemacht wurden, finden sich nihere Angaben in der 
Dissertation des einen von uns (W. D.).') 


Reduktion der «-Amino-/,7-dioxy-n-buttersaure. 

1,0 ¢ Dioxy-amino-butterséure werden in 2 Portionen im 
Bombenrohr mit der 20fachen Menge Jodwasserstoffsiure (spez. 
Gew. 2,00) und etwas rotem Phosphor 4—5 Stunden auf 120 his 
125° erhitzt. Die Hauptmenge der Jodwasserstoffsiure entfernt 
man nach Filtration der mit Wasser verdiinnten Reduktions- 
fliissigkeit mit Bleicarbonat und die letzten Reste mit Silberoxyd. 
Nach Ausfallung der gelésten Schwermetalle mit Schwefelwasser- 
stoff engt man die von den Sulfiden abfiltrierte Flissigkeit auf 
dem Wasserbade ein und bringt sie im Vakuum wber Schwefel- 
sure zur Trockne. Das so erhaltene Reduktionsprodukt ist 
noch nicht rein und offenbar noch verunreinigt mit unvollstandig 
reduziertem Material. 

Die weitere Reinigung gelingt auf dem Wege wher die Ester- 





') Dissertation von Walter Diebold, Karlsruhe 1931. 











2) E. Klenk und W, Diebold, Uber Sphingosin. 


Oa 


destillation, wobei man zweckmafigerweise nach der fiir kleinere 
Substanzmengen besonders geeigneten Modifikation von Abder- 
halden und Rostoski*) arbeitet. Um allzu groBe Esterverluste 
hei der Destillation zu verhindern, legt man noch eine 2. Vorlage 
mit verdinnter Salzsiure vor, durch welche man die abgesaugten 
Diaimpfe, ehe sie in die Pumpe kommen, hindurchstrémen libt. 
Die Hauptmenge des nach vorsichtigem Abdampfen von Ather 
und Alkohol erhaltenen Esterdestillats ging bei einer Badtempe- 
ratur von SO—100° wber. 

Der stark alkalisch reagierende Ester wird durch Kochen der 
wibrigen Losung unter Rickflu®B bis zur neutralen Reaktion ver- 
sett und die Losung auf dem Wasserbad stark eingeengt. Zum 
SchluB bringt man im Vakuumexsiccator tiber Schwefelséiure zur 
Krystallisation. Die Aminosiiure scheidet sich in gut ausgebildeten 
Krystallen ab. Sie werden mit Alkohol zerrieben und abfiltriert. 
Ausbeute: zwischen 15 und 25°/, der Theorie. 

Kine fast ebenso grobe Menge der Substanz erhalt man bei der Auf- 
arbeitung des abdestillierten Alkohols und der verdiinnten Salzsiéiure, in 
welcher die waihrend der Destillation nicht kondensierten Dampfe aut- 
vefangen wurden. Das Produkt war jedoch nicht vollkommen aschefrei. 

Zur Analyse wurde die Substanz im Vakuum tber H,SO, 
cetrocknet. 

4,588 mg Substanz gaben 7,85 mg CO, und 3,69 mg H,O. 


4,411 me » 707mg CO, ,, 3,53 mg H,O. 
7,402 mg " verbrauchten 7,07 com n/1l00-Saure (Mikrokjeldah! 


nach Pregl). 

6,709 my Substanz verbrauchten 6,46 ccm n/100-Saure. 

C\H,NO, (103,1) Ber. © 46,569/,  H 8,80, N 13,59/, 
Gef.  ,, 46,7 eee » ton ’ 
» 46,8 », 8,99 ~» ta 

Die Substanz schmilzt unter Zersetzung bei 280—285°. Sie 
schmeckt stark siB und lést sich in Wasser sehr leicht, sehr schwer 
dagegen in’ Alkohol und anderen organischen Lodsungsmitteln. 
Sie ist offenbar optisch inaktiv, wenigstens konnte bei emer etwa 
3,5" oigen wiBrigen Loésung im 2 dm-Rohr eine merkbare Drehung 
nicht festgestellt werden. Bei der Reduktion muB, in Uber- 
einstimmung mit Beobachtungen Neubergs?) in einem ahnlich 
liegenden Fall, zum mindesten eine sehr weitgehende Racemi- 


slerung elngetreten sein. 


') Diese Z. 46, 182 (1905). 2) Ber. chem. Ges. 35, 4015 (1902). 





Uber Phyllobombycin und den biologischen Abbau 
der Chlorophylle.’) 
Von 
Hans Fischer und Albert Hendschel. 
Mit 4 Figuren auf Tafel I. 


‘Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen. ) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. April 1931.) 


Fir die Konstitutionsermittlung des Blutfarbstoffes hat das 
Studium der natiirlichen Porphyrine, insbesondere des Uro- und 
Koproporphyrins?), sowie des Ooporphyrins), wichtige Anhalts- 
punkte gegeben. Vom Chlorophyll ist ein biologisches Abbau- 
produkt bekannt, das Phylloerythrin, das neuerdings auch auf 
chemischem Wege aus Chlorophyll erhaltlich ist und das aus den 
oben angefihrten Griinden ein besonderes Interesse bietet.) 
Phylloerythrin entsteht im Magen-Darmkanal der Wiederkiuer. 
AuBer der Abspaltung von Magnesium und Phytol aus Chloro- 
phvll a erfolet Umwandlung des Molekiils in Porphyrin und De- 
carboxylierung, wobei gleichzeitig noch Reduktion einer Hydroxyl- 
sruppe von statten geht.®) Um einen niiheren Kinblick in die 
Phylloervthrinbildung zu gewinnen, sind viele Arbeitsmdglich- 
keiten vorhanden. Einmal kann man den Magen-Darmtraktus 
der Wiederkéiuer in den einzelnen Stadien untersuchen, Unter- 
suchungen, die fiir uns zu kostspielig sind, andererseits das Schick- 
sal des Chlorophylls im Magen-Darmkanal einfach gebauter Tiere 
verfolgen. Als solehe kamen in erster Linie Raupen in Frage, die 
durch GefraBigkeit ausgezeichnet sind, und da der Durechgang 
der Blatter relativ sehnell erfolgt, war von vornherein damit zu 


') I. Mitteilung. Uber den Mechanismus der Phylloerythrinbildung im 
Organismus. 

*) Diese Z. 140, 223 (1924). 

*) Diese Z. 142, 141 u. 155 (1925). 

') Vgl. hierzu auch Handbuch d. Biochemie, 2. Aufl. 1, 397 (1923). 

°) H. Fischer, O. Moldenhauer u. O. Siis, Liebigs Ann. 486, 107 
(1931). 
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rechnen, daB vielleicht keine sehr weitgehende Anderung im Bau 
des Chlorophylls erfolgt. 

Die Seidenraupe (Bombyx mori) wird in Europa in Siidfrank- 
reich im groken MaBstab geziichtet und wir wandten uns deshalb 
der Untersuchung des Seidenraupenkotes zu, von dem wir durch 
vitige Vermittlung von Herrn Professor Kirrmann in Bordeaux 
grobe Mengen erhielten. Wir danken Herrn Professor Kirrmann 
fur sein Entgegenkommen auch an dieser Stelle. 

Aus dem Seidenraupenkot gelang es uns dann bald em schon 
krystallisiertes Chlorophyllderivat zu isolieren (Fig. 1), das magne- 
stumi-, phytol- und methoxylfrei war und dessen Analysen am besten 
mit der Formel C,,H3.0,N, in Einklang zu bringen sind. Fiir Chloro- 
phyvll a haben wir die Anzahl der Kohlenstoffatome mit 34 fest- 
select.) Jxérper mit 35 und 36 Kohlenstoffatomen scheiden daher, 
wenn es sich nicht um Ester handelt, aus und in Frage kime nur 
noch die Zusammensetzung eines Abbauproduktes mit weniger 
Kohlenstoffatomen, wogegen jedoch der hohe Sauerstoffgehalt 
spricht. Der Koérper ist eine Siiure, er gibt einen gut krystalli- 
sierten Ester (Fig. 3), am besten mit Methylalkohol-Chlorwasser- 
stoff, wobei jedoch nur ein Monoester erhalten wird, so daB der 
Verdacht eimes sekundiren Abbaus (Decarboxylerung) besteht. 
Wir schlagen fiir den neuen Korper den Namen ,,Phyllobomby- 
cin’ vor. Phyllobombyein gibt bei kurz dauernder Alkoholat- 
emwirkung Chlorine, mt Bromwasserst off—Kisessig Phylloerythrin ; 
beide Korper sind bis jetzt nur spektroskopisch nachgewlesen. 
Unsere Reduktionsmethode mit Jodwasserstoff—Eisessig ergab ein 
krystallisiertes Porphyrin, das spektroskopisch mit Phaoporphy- 
rina; identisch war und dessen Mischschmelzpunkt mit Phio- 
porphyrin a,-Ester keme Depression gab. Mit Bromwasserstoff 
Kisessig wurde bei 170° eine Porphyrinfraktion erhalten, dic 
spektroskopisch mit Chloroporphyrin e, iibereinstimmte; daneben 
tritt. auch Chloroporphyrin e, auf. Diese Umsetzungen miissen 
noch mit einer gréBeren Menge Material wiederholt werden. 

Durch die bisherige Untersuchung ist festgestellt, daB die 
Seidenraupe das Chlorophyll seines Phytols beraubt, dieses also 


wahrscheinlich im Organismus verwertet wird. (Kine systematische 


Bearbeitung der Sterinfraktion, in der ja_ allenfallsige Um- 
wandlungsprodukte des Phytols enthalten sein miissen, ist im 
Gange. I[benso interessiert es uns, ob Gallensiiuren in dem Kot 


1) A.a. O. 





aaa 





a 
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enthalten sind und die Natur dieser.) Auch das Methoxyl wird 
abgespalten. Bis zur Porphyrinstufe geht die Umwandlung nicht. 
Spektral ist Phylobombyein am abniichsten dem Phiiophytin, 
mit dem es jedoch nicht identisch sein kann, weil das Phytol 
fehlt. Magnesium wird von Phyllobombycin komplex aufgenommen. 
Das Spektrum ahnelt sehr dem eines Phyllins; es scheint auch 
hier Abbau eingetreten zu sein. Die Untersuchung wird fort- 
cefiihrt, sie ist langwierig, weil der Seiden¥aupenkot nur in ver- 
hiltnismiBig klemen Portionen verarbeitet werden kann und die 
Ausbeute an krystallisiertem Material nicht groB ist. 

Ks fragt sich dann weiter, ob im Magen-Darmkanal aller 
Raupen die Verinderung des Chlorophylls gleichartig ist. Dies 
scheint der Fall zu sein, wenigstens wurde aus T'otenkopfraupenkot?) 
(Acherontia atropos) spektroskopisch und durch Krystallisation 
Phyllobombyein (Fig. 2) festgestellt. Die Hauptmasse des Chloro- 
phylls entzieht sich aber dem Nachweis, d. h. es wird wohl Resorp- 
tion eintreten und irgendeine Verwertung der gebildeten Pigmente. 
Mit der Fluorescenzmethode das Schicksal des Chlorophylls aut 
histologischem Wege zu verfolgen, wire sicher von groBem Interesse, 
denn M. Gréfin von Linden?) hat an mikroskopischen Pripa- 
raten verfolgen kénnen, wie im Darm der Raupe Chlorophyll 
velost, von den Darmzellen resorbiert und unter bestimmten Be- 
dingungen in einen roten Farbstoff umgewandelt wird, der sogar 
in mikroskopischen Krystallen erhalten wurde. Mit modernen 
Methoden ware wohl zweifellos eine eindeutige Identifikation 
dieser interessanten Umwandlungsprodukte moéglich, wobei gerade 
die Untersuchung der Seidenraupe von besonderem  Interesse 
sein wird, weil diese grauweiB ist und nur wenige briiunliche Zeich- 
nungen und rotlichgelbe Flecke an den Seiten der vorderen Ringe 
besitzt, mithin die Verfolgung der Farbstoffe keine allzu grofen 
Schwierigkeiten bringen wird. 

Nach der bisherigen Untersuchung unterscheidet sich also 
das Verhalten des Chlorophylls bei der Raupe prinzipiell von dem 
der Wiederkiiuer. Im Gegensatz zu letzteren wird die Porphyrin- 
stufe nicht erreicht und fiir diese Umwandlung scheint daher 
entweder die Titigkeit von neuen Fermenten, die den Raupen 
fehlen, oder Mikroorganismen notwendig zu sein. Bei den Wieder- 
kiuern verlaufen nun sehr lebhafte Garprozesse und es lag daher 

') Herr Dr. Skell hat uns diesen in liebenswiirdiger Weise zur Ver- 
figuny vestellt. 


*) Pfligers Arch. 98, 83 (1903). 
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nahe, zundchst Mikroorganismen zur Untersuchung heranzuziehen, 
wobei naturgemiB nur solche in Betracht kommen, die sehnell 
wachsen und in einem chemischen Laboratorium ohne Spezial- 
einrichtungen geziichtet werden kénnen. Wir lheBen deshalh 
Schimmelpilze und = giérende Hefe auf Hémin- und Chloro- 
phyllderivate cinwirken. Weitere Mikroorganismen sollen folgen. 
Von Schimmelpilzen wurde Penicillium glaucum und Aspergillus 
orycae verwendet, die wir beide Herrn Dr. Fink von der 
wissenschaftlichen Station fiir Braueret verdanken, der uns auch 
die Vorschriften fiir die Néhrlédsungen gab und Winke fir die 
Zuchtung. Chlorophyll selbst ist ein Ester, ebenso Phiéophytin 
mit sehwierigen Loéslichkeitsverhaltnissen. Wir muBten deshalb 
auf die Untersuchung von Chlorophyliderivaten  wbergehen, 
von denen Chlorine und Rhodin g in sekundirem Phosphat 
loslich sind. In beiden Fallen trat Porphyrinbildung ein und 
bei Chlorin e scheint Phylloerythrin entstanden zu sein, ein 
krystallisierter  Diazomethanester (vgl. Fig. 4) vom Habitus 
des Phylloerythrinesters weist neben der spektroskopischen Unter- 
suchung hierauf hin. Die Schimmelpilze vermégen also offen- 
bar die Deearboxylierung von Chlorine zu_ vollziehen, die 
freilich noch durch das Resultat der Elementaranalyse bestatigt 
werden mul, aber an der Porphyrinbildung kann kein Zweifel 
bestehen. 

Chlorine leitet sich nun von Chlorophyll a ab, wiahrend 
Rhodin « aus Chlorophyll b hervorgeht. Rhodin g wurde nun 
durch Schimmelpilze in ein neuartiges Porphyrin wbergefiihrt, das 
wir bis jetzt auf chemischem Wege nicht beobachtet haben. Diese 
Porphyrinbildung aus b ist besonders interessant, denn biologische 
Derivate von Chlorophyll b fehlen bis jetzt und dieses Porphyrin, 
das gut krystallisiert, bedeutet also das erste biologische Derivat 
von Chlorophyll b, dessen Schicksalsverfolgung in der Tierpassage 
von besonderem Interesse sein wird, denn nach den_ bisherigen 
Untecsuchungen verschwindet Chlorophyll b im Tierreich vollig; 
ob es resorbiert oder zerstért wird, ist unbekannt. Dab gerade 
bei Chlorin e Porphyrinbildung durch Schimmelpilze erzielt werden 
konnte, spricht fur die Méglichkeit des Auftretens von Chlorin e 
auch als biologisches Abbauprodukt des Chlorophylls und damit 
stimmen auch spektroskopische Beobachtungen im Kot von Vege- 


tarianern iuberein. Im Vegetarianerkot haben wir einen mit 


Chlorine spektroskopisch identischen [Korper nachweisen kdénnen. 
Wir beabsichtigen den EinfluB der Mikroorganismen aufChlorophyll- 
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derivate systematisch zu studieren, wobei auch die Porphyrine, 
insbesondere Phéoporphyrin a,, ihre Fasensalze und Phylline, 
mit herangezogen werden sollen. Der Vergleich im Verhalten der 
synthetischen Rhodine'!) und Chlorine*) gegeniiber Mikroorga- 
nismen wird von besonderem Interesse sein. 

Durch obige Untersuchungen sind zum erstenmal auBerhalb 
des Organismus dureh rein biologische Reaktionen Chlorophyll- 
derivate in Porphyrine tbergefiihrt und diese Erkenntnis scheint 
uns auch fir die Konstitution des Chlorophylls bemerkenswert zu 
-ein. Zwar ist es uns auf rein chemischem Wege auch durch wenig 
eingrelfende Methoden gegliickt, Porphyrinbildung hervorzurufen, 
aber bei der Empfindlichkeit des Chlorophylls gegen Siuren und 
Alkalien konnte immer der Hinwand sekundirer Synthesen ge- 
macht werden. Die biologische Umwandlung unter genau be- 
kannten Bedingungen gibt deshalb eine willkommene Bestitigung 
des nahen Zusammenhangs zwischen urspriinglichem Chlorophyll- 
molekiil und Porphyrin. 

Versuche, 
Phyllobombycin. 

Je 10 ¢@ pulverisierter Seidenraupenkot wurden mit Eisessig, 
Pyridin + HC], Ather und absolutem Alkohol extrahiert. Im 
Ather erweisen sich in jedem Falle die Extrakte spektroskopisch 
identisch. Die beste Ausbeute wurde mit Ejsessig erhalten. 
Folgende Methode bewaéhrte sich am besten: 

Der von allen Verunreinigungen befreite Seidenraupenkot 
wird auf emer Muhle fein gemahlen und 3mal kalt mit Hisessig 
extrabiert. Der filtrierte Kisessig wird mit Ather versetzt und mit 
Wasser entmischt. Der griine Farbstoff geht quantitativ in den 
Ather. Die Hauptmenge des Farbstoffs kann mit 15°/, HCI aus 
dem Ather wieder herausgezogen werden. Die intensiv blaugriin 
cefirbte HC] wird mit Ather tiberschichtet und mit NaOH bis 
zur schwach sauren Reaktion abgestumpft. Der Farbstoff geht in 
Ather und wird hieraus mit NaOH (10°/,) gefiillt. Das Na-Salz 
des Farbstofts fallt aus und kann abfiltriert werden. Die wibrige 
Losung des Na-Salzes wird wieder mit Ather iiberschichtet und 
mit HCl schwach angesiuert. Nach griindlichem Waschen wird 
der Ather getrocknet und eingeengt. Der Korper krvystallisiert in 


‘) H. Fischer, A. Treibs u. J. Helberger, Liebigs Ann. 466, 243 
1928). 
-) H. Fischer u. J. Helberger, Liebigs Ann. 471, 285 (1929). 
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dunkelblauen, glinzenden Nadeln (Fig. 1). Aus 200 ¢ Seiden- 
raupenkot 20 mg Ausbeute. 


Spektrum in Ather: 

















I. 710,3—690,0; II. 679,0—652,2; Ill. 615,4—604,4; 
700, 1 665,6 609,9 
IV. 546,7—533,3; V. 512,2—494,3. 
540,0 ° 503,2 


Bei der vergleichenden Untersuchung mit Chlorin e ergeben 
sich charakteristisehe Unterschiede: Der erste Streifen ist bei 
anniihernd gleicher Konzentration doppelt so breit. Beim Ver- 
diinnen lést er sich in 2 Streifen auf, wovon der eine wahrscheinlich 
eine Verunreinigung darstellt (700). Der zweite schwache Streifen 
stimmt in der Lage praktisch tberein. Der dritte Streifen ist beim 
neuen Korper betrachtlich intensiver und nach links verschoben. 
Dasselbe gilt fiir den letzten Streifen. Am meisten erinnert der 
Korper spektral an Phaophytin. Beim Vergleich mit diesem 
durch Projektion zeigt sich eine wesentliche Verschiebung nur 
beim dritten Streifen im Griin, wihrend die iibrigen Streifen keine 
starke Differenz zeigen. Dieselben Ausfiihrungen gelten auch fir 
Phiiophorbid a. Auch hier ist eine Abweichung nur im dritten 
Griinstreifen vorhanden. 

Trotz des spektroskopischen Verdachtes einer Verunreinigung 
velang es nicht, dureh haufiges Fraktionieren und Umfallen ein 
anderes Bild zu bekommen. Die einzelnen Fraktionen erwiesen 
sich immer wieder untereinander als identisch. 


1,880 mg Substanz gaben 12,085 mg CO,, 2,495 mg H,0. 


3,505 mg ” = 0,274 ccm N (18°, 719 mm). 
4,995 mg - » 12,685 mg CO,, 2,440 mg H,O. 
3,325 mg ‘ i 0,314 cem N (19°, 708 mm). 
C,,H,,0,N, Ber. € 68,45°/, H 6,04°/, N 9,36°/, 
Gef. — ,, 68,52 » 0,80 » Bere 
- », §9,26 ,, 5,46 5» 9,25 


Totenkopfraupenkot gab bei der gleichen Verarbeitung eine 
analoge Krystallisation (Fig. 2). Spektroskopisech mit oben 
identisch., 


Veresterung des Phyllobombycins. 


a) mit Diazomethan nach der itiblichen Methode. Ester geht 
in 20° oige HCl mit stahlblauer Farbe. Sehr geringe Ausbeute. 


b) Mit Dimethvlsulfat. Ausbeute wesentlich besser. 
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c) Mit Methylalkohol-Chlorwasserstoff beste Ausbeute, doch 
immer noch sehr gering (vgl. Fig. 2). Sechmelzpunkt des Esters 
9999, Die Analyse ergab 4,89 und 5,12°/, OCH,, was 1 Methoxy! 
entspricht. 

Phylloerythrin aus Phyllobombycin. 

Nach der fiir Phylloerythrin aus Phiophytin beschriebenen 
Methode!) mit Bromwasserstoff—Kisessig erhielten wir spektro- 
skopisch einwandfrei Phylloerythrin. Bei einem Ansatz von 30 mg 
scheiterte die Krystallisation an zu geringer Ausbeute. 


Chlorin e aus Phyllobombycin. 
Chlorine wurde spektroskopisch cinwandfrei erhalten. Kry- 
stallisation ist nicht erfolgt. 


Magnesiumsalz des Phyllobombycins. 

Seine Darstellung gelingt mit Hilfe der Grignardschen 
teaktion. Das Magnesiumsalz krystallisiert aus der atherischen 
Losung. 

Spektrum in Pyridin-Ather: 

I. 551,2—539,8; II. 513,8—502,4. 

545,5 508, 1 











Abbau des Phyllobombycins. 
1. Mit Bromwasserstoff-EKisessig. 

[Im Bombenrohr erhitzt man 50 mg 1 Stunde lang auf 170°, 
dann wird in Ather gegossen und fraktioniert. Erste Fraktion in 
4" jiger Salzsiure gab nach laingerer Reinigung gute Krystalle. 
Das Spektrum stimmt sehr gut auf Chloroporphyrin eg. Der 
Mischschmelzpunkt des Esters lag bei 210°. Der Schmelzpunkt 
des K6rpers allein lag bei 206°. Der Schmelzpunkt von Chloro- 
porphyrin eg-Ester liegt bei 243°. Eine weitere Reinigung konnte 
wegen Mangel an Material nicht ausgefiihrt werden. Weitere 
Fraktionen stellten meist Misehungen mit dem Ausgangsmaterial 
dar. Die 6°/jige Fraktion stimmt spektroskopisch noch gut mit 
Chloroporphyrin eg, wihrend die hdheren Fraktionen (8 und 
10°/jige HCl) besser auf Chloroporphyrin e, stimmen. 


') H. Fischer, O. Moldenhauer u. O. Siis, Liebigs Ann. 486, 107 
(1931). 
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» Mit Ameisensdure. 


Nach 3stindigem Erhitzen im Bombenrohir auf 140° wurde 
nach der ublichen Methode aufvearbeitet. Der Farbstoff geht 
zuerst in 8®°/sige Salzsiure und stimmt spektroskopisch am besten 
mit Verdoporphyrin!) iaberein. Zur Veresterung reichte das 


Material nicht aus. 


3. Mit JodwasserstoffEisessig. 

Phvllobombycin wird in Eisessig unit Jodwasserstoffsdure 
(spez. Gew. 1,96) versetzt und nach Beobachtung eines deutlichen 
Farbumschlages nach Rot in viel Wasser gegossen. Die aut- 
tretenden Flocken werden abfiltriert, in Pyridin gelést und in 
Ather gegossen. Beim Fraktionieren aus Ather gebt zuerst in 
S° jige Salzsiure ein Porphyrin, das spektroskopisch mit Phéo- 
porphyrin a, identisch ist. Der Ester krystallisiert und ergibt mit 
Phioporphyrin a,-Kster keine Depression (265° Muischschmelz- 
punkt gegeniiber 273° Schmelzpunkt von Phioporphyrin a;-Hster). 


< 


Weitere Remigune unterblieb wegen Mangel an Material. 


Einwirkung von Schimmelipilzen 
auf Korper der Hamin- und Chlorophyllreihe. 

Its bereitete emige Schwierigkeit, das zu untersuchende 
Material dem Nahrboden zuzusetzen. In einer moglichst  ge- 
sittigten Losung von sekundérem aliumphosphat in Wasser 
wurden die Substanzen lingere Zeit geschiittelt.. Koproporphyrin | 
und Chlorine lésen sich ziemlich vollkommen, Rhodin g und 
Hiimin losen sich schwer, wahrend Phiophorbid a fast micht in 
Losune zu bringen ist. 

Kiner Nahrlédsung von 1 Liter Brunnenwasser, 120 9 Rohvr- 
zucker, O.2.¢ Ammoniumnitrat, 0,7 ¢ primiérem Kaliumphosphat 
und 0.2 ¢ Magnesiumsulfat wurde eme Menge von Substanz- 
losuny zugefugt, die etwa 0,1] v entsprach. 

Unter sterilen Bedingungen wurde nun mit Pemeillium 
slaucum und Aspergillus orveae germpft. Beide Arten von Kul- 
turen zeigten zu jeder Zeit dasselbe Bild und ergaben auch schheb- 
hich dasselbe Resultat. Der Versuch mit Phaiophorbid a machte 
insofern eme Ansnahme, als Iner die Pilze sehr schlecht wuchsen. 


\. Treibs u. Wiedemann, Liebigs Ann. 471, 176 (1929). 
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Nach 6wochigem Wachsen wurde die Pilzdecke entfernt, die Nahr- 
losung mit Hisessig—Ather aufgearbeitet und fraktiomiert. 

Wahrend bei Koproporphyrin I, Hiémin und Phaophorbid a 
keinerlei Verainderung zu bemerken war, zeigten die Ansiitze mit 
Chlorine und Rhodin g deutliche Porphyrinspektren. 


Aufarbeitung des Chlorin e-Ansatzes. 


Der erste Farbstoff geht in 3° jige Salzsiure. Der Farbstoff 
jst in Salzsiiure grim und in Ather rot. Er zeigt deutliches Por- 
phyrinspektrum, das stark verwaschen ist. 4-, 5- und 6°/jige 
Salzsiiure zeigen dasselbe Bild. Nach der Reinigung erweist sich 
das Porphyrin spektroskopisch mit Phylloerythrin weitgehend 
identisch. Auch die Krystallform des Diazomethanesters (Hig. 4) 
=pricht sehr fir Phylloerythrm. Der Mischschmelzpunkt konnte 
nicht genommen werden, da das Material nicht ausreichte. 


Aufarbeitung des Rhodin g-Ansatzes. 


Verarbeitung wieder nach der Eisessig—Athermethode. Die 
Fraktionen von 2-, 4- und 6°/jiger Salzsiure geben dasselbe 
Spektrum. Durch mehrmaliges Fraktiomieren kann keine voll- 
kommene ‘Trennung von Rhodin g erzielt werden, daher wurde 
fraktiomierte Krystallisation angewandt. Das Porphyrin krystalll- 
=iert in biischelf6rmig vereinigten Nadeln und gab in Pyridin—Ather 
folgenden Spektralbefund : 

I. 696,3—688,3; II. 670,9—658,4; Schatten ab 591; III. 578,4—574,3; 

692,3 664,2 576,3 
IV. 993,6—545,6; V. 514,3—501,2; E.-Abs. 438,3. 


549,6 507.7 




















Dieser stimmt auf keines der bisher bekannten Porphyrine. 
Wahrscheinlich ist der Streifen 1 durch eine Verunreinigung 
bedingt. Dafi{ es sich um ein Porphyrin handelt, geht eindeutig 
aus dem typischen Porphyrinspektrum in 15° /jiger HCl hervor: 








I. 615,8—606,6; II. 566,0—556,3. 
611,2 561.2 


Rhoding zeigt, unter denselben Umstinden untersucht, 
’ 73 ° . . . . . . 
sediglich emen Absorptionsstreifen im Rot, aber kein Porphyrin- 
spektrum. 
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Chlorin e aus menschlichen Faces. 


Gelegentlich von Untersuchungen iiber Mesobilirubinogen, «ie 
In unserem Laboratorium durchgeftihrt wurden, fiel uns das Auf- 
treten einer grimlich gefiirbten Substanz im Ather auf, die ein 
deutliches Absorptionsspektrum zeigte. 

Wenn man Vegetarianerkot mit Eisessig und Ather verriihrt 
und abdekantiert, sodann mit 25°/, HCl extralert, zeigt der 
Ather immer noch ein deutliches Spektrum, das mit dem des 
Chlorine in den ersten 4 Streifen sehr gut iibereinstimmt. Nach 
eriindlichem Auswaschen des Eisessigs aus dem Ather kann man 
nach geringer Vorextraktion mit 15°/,iger HCI einen tiefgriinen 
Farbstoff ausziehen. Nach mehrmaligem Hin- und Hertreiben 
zwischen Ather und Salzsiiure und darauffolgende Veresterung mit 
Diazomethan zeigt der Kérper spektral vollkommene Ubereinstim- 
mung mit Chlorine. Krystallisation konnte bisher nicht erzielt 
werden, da die Ausbeute zu gering war. 





Synthese des Deutero-atioporphyrins, des Deutero-rhodins 
und zweier Tetramethyl - monodthy] - dipropionsaure - porphine. 
Synthetische Aufklarung der Hamoporphyrinfrage.') 


Von 


Hans Fischer und Alfred Kirstahler. 


(Aus dem Organisch-chemischen [nstitut der Technischen Hochschule Miinchen. 


(Der Redaktion zugegangen am 0. Mirz 1931.) 
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Auf analytischem Wege *) haben wir fiir das ,,Himmoporphyrin® 
Willstatters’) den Beweis eines komplizierten Gemisches ge- 
liefert. Der Hauptsache nach hegt Mesoporphyrin vor, daneben 
ist wenig Deuteroporphyrin vorhanden und das Gemisch der beiden 
folgenden ‘Tetramethyl-monoathyl-dipropionsiure-porphine — (der 


H,C . —H sel oo 
— Sh 
NH NH \ 
HC CH 
\ N N / 
_ CH: om 
; | a 
H,C_._ CH,-CH,-COOH HOOC-H,C-H,C CH, 
A 
H.C) —CH,CH, 7 H 
a ‘OH “ath 
NH NH \ 
HC CH 
\ N N / 
i _CH- gn a, 
| 
H,C CH,-CH,-COOH HOOC-H,C-H,C— CH 
B 


') XXXIX. Mitteilung iiber Porphyrinsynthesen. NNXVIIL. Mittle. 
vel. H. Fischer und J. Hierneis, Diese Z. 196, 155 (1931). 

*) Diese Zs. 191, 251 (1930). 

*) Diese Z. 87, 481 (1913). 
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Kirze halber im folgenden nur mehr mit Porphyrin A und B be- 
zeichinet), die durch Abspaltung je eimes Oxithylrestes aus Himato- 
porplivrin, das als Ausgangsmaterial dient, erzeugt werden. Parallel 
der analytischen Untersuchung hef die vorhegende synthetische 
uid insbesondere der emwandfreie Nachweis des Vorliegens der 
Porphyrine A und b war nur auf synthetischem Wege modglich, 
nachdem festgestellt war, daB die Eigenschaften der Porphyrine A 
ind B tatsachlich mit denen des Himoporphyringemisches in Ein- 
Klang zu bringen sind. Fur die Synthese von A sind, wie aus der 
Formel ersichtlich, die beiden Methene I und II notig: 


I 
H,Cz—;H H,C.q7z7 C,H, 
H H,Cg, 2 CH 2, 22CH, H 
HNBr NH 
HNBr NH 
Br 7™ CH oY br 
| | | 
H.C -CH,-CH,-COOH HOOC-H,C-H,c ——cH, 


II 

Methen | (4,5,3',5'-Tetramethyl-4’-athyl-pvrromethen-brom- 
hydrat) entstand in guter Ausbeute aus Kryptopyrrolaldehyd und 
2,3-Dimethyipyrrol durch Kondensation mittels Bromwasserstott- 
-inre. Die Bromierung fiihrte zu emem Perbromid vom Schmelz- 
punkt 138°, das sowohl beim Behandeln mit Aceton, als auch beim 
Cmbkrvstallisicren aus Eisessig das locker gebundene Brom abgab 
ind in ein zweifach gebromtes Methenbromhydrat tiberging, dessen 
Schinelzpunkt tiber 300° Jag. Demnach wurde auBer der freien 
-Stellunge auch eine g-stiindige Methylgruppe bromiert. Wahr- 
<cheinlich wird das zweite Bromatom in der in 5’-Stellung befind- 
lichen Methyvlgruppe (und micht in 5) sitzen, weil im allgemeimen 
in primiéir in die freie p-Stellung eingetretenes Bromatom die 
weitere Bronnerung verhindert. 

Methen []') hat schon ftir zahlreiche Synthesen Verwendung 
vefunden. Die Vereinigunge mit Methen I erfolgte durch ein- 
-tindiges Schmelzen mit Bernsteinsiure bei 190—200° in emer 
Lusbeute von 128, wobei, wie die weitere Untersuchung zeigte, 
das in p-Stellune befindliche Kernbrom eliminiert wird. 

Das freie Porphyrin krystallisierte aus Ather in femen Nadeln., 


Jury nitheren Charakterisierung wurde es in seinen Dimethylester 


H. Fischer, Halbig u. B. Walach, Liebigs Ann. 450, 109 (1926). 
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iibergefiihrt, der bei 215° schmolz. Der Mischschmelzpunkt mit 
Mesoporphyrin [X-dimethylester vom Schmelzp. 214° aus natur- 
lichem Hiimin ergab erwartungsgemif eine deutliche Depression 
(23°). Um den Beweis fiir die vorhandene freie Methingruppe zu 
erbringen, wurde die Bromierung des Porphyrins und seines Esters 
durchgefiihrt. In beiden Fallen entstand primir ein amorphes Per- 
bromid, das beim Behandeln mit Aceton-Wasser in die Monobrom- 
verbindung tberging. Der Schmelzpunkt des gebromten Esters 
lag bei 270°, der seines Kupfersalzes merkwirdigerweise tiefer, 
bei 230°. Das gebromte Porphyrin konnte noch auf einem zweiten 
Wege erhalten werden, namlich bei ganz kurzem Zusammen- 
schmelzen der oben erwihnten Methenkomponenten in Bernstein- 
siure uber freer Flamme. Der Mischschmelzpunkt der gebromten 
Ester verschiedener Darstellung ergab keine Depression. Hiermit 
ist auch gleichzeitig der Beweis geliefert fiir das primiire Vor- 
handensein des /-Bromatoms im aufbromierten Methen I. Unter 
diesen Umstiinden haben wir es fiir tiberfliissig erachtet, die Kon- 
stitutionsformel des bromierten Methen I durch oxydative Uber- 
fihrung in Bromzitrakonimid und in Methylathylmaleinimid noch 
weiter zu erhirten. 

In die freie Methingruppe des so erhaltenen Porphyrins A 
wurde mit Hilfe von Essigséureanhydrid bei Gegenwart von Zinn- 
tetrachlorid nach dem Vorgehen von H. Fischer und Zeile!) der 
Acetylrest eingefithrt. Da die Kisensalze scheinbar stets bedeutend 
reaktionsfihiger sind als die Porphyrine, wurde auch hier das 
Himin verwendet. Die Acetylierung gelang jedoch nicht quanti- 
tativ, denn man durfte die Reaktion nicht zu Ende gehen lassen, 
da sonst weitgehende Zerstérung der eingesetzten Substanz ein- 
trat. Die Enteisenung fiihrte zu einem Gemisch aus acetyliertem 
Porphyrin und Ausgangsmaterial, das sich nach der iblichen 
Methode der Ather-Salzsiurefraktionierung nur diuBerst schwierig 
trennen lieB. Die vollstandige Reindarstellung des Acetylporphy- 
rins gelang durch haufige Umkrystallisation des Dimethylesters, 
der ebenso wie sein Kisen- und Kupfersalz durch gute Krystalli- 
sationsfahigkeit ausgezeichnet ist. Bemerkenswert ist die Tatsache, 
daB der Kintritt einer Acetylgruppe nahezu dieselbe Verschiebung 
des ersten Streifens nach Rot verursacht, wie die beiden Acetyl- 
reste 1m Diacetyl-deuteroporphyrin, wiihrend andererseits die dureh 
ein Bromatom bedingte Rotverlagerung des Spektrums betriicht- 


') Liebigs Ann. 468, 98 (1929). 
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lich geringer ist als diejenige, welche bei zwei Bromatomen zu 
heobachten ist. Durch die gelungene Kinfuhrung des Acetylrestes 
ist ein weiterer Beweis fur das Vorhandensein der /#-freien Methin- 
vrappe im Porphyrm A erbracht. Ber Gelegenheit soll der Acety]- 
rest in bekannter Weise in den Oxéthylrest und von hier aus in 
die Vinvigruppe tibergefuhrt werden, weil die ‘Tetramethylporphin- 
lipropionsduren mit einem Athylrest und einer Vinylgruppe nicht 
nur theoretisches Interesse haben, sondern auch ihr Vorkommen 
mn der Natur nicht génzlch von der Hand zu weisen ist. (Im Hamo- 
porphyvringemisch konnten sie hochstens in Spuren vorhanden sein, 
weil sie spektroskopisch nach den bisherigen Erfahrungen mit 
Protoporplhiyrin praktiseh identisch sei miissen und der Proto- 


vorphlivrinstreifen im Hamoporphyringemisch me zur Beobachtuny 
selangte.) 
Wir schritten nun weiter zur Synthese von Porphyrin b, di 
auber TL als basische Komponente das 4,5,3',5’-Tetramethy!- 
J-athvl-pyvrromethen-bromhydrat (111) erforderte.?) 
H,C C,H; H,C——H 
ae es CH | lon 
oN ig me 
NHBr NH 

Zur Lerhohung der Ausbeute bei der Porphyrinsynthese dient: 
siederum die Bronnerung, wobe1 jedoch kein Perbromid, sondern 
direkt das zweifach gebromte Methenbromhydrat entstand. Aus 
dea gleichen Grunde wie beim isomeren Methen wird auch Iner 
das zweite Br-Atom in die 5-Methylgruppe des trialkyherten 
Pvrrolkerns elgetreten sein. 

Dal} die beiden Pyrromethene [T und III sich bei der Bromierung ver- 
schieden verhalten insofern, als nur I Perbrom aufnimmt, III dagegen nicht, 
vehért auch wieder zu den Eigentiimlichkeiten der Pyrrolchemie. Offenbar 
stehen in IIIT weniger Nebenvalenzkrafte zur Verfiigung wie in I, was vielleich: 
zusammenhangt mit der Nachbarstellung der beiden Methylgruppen in Pyrro- 
methen I. Bei Gelegenheit soll eine systematische Zusammenstellung alle: 
Methene vorgenommen werden, um festzustellen, welche Perbromide geben 
und welche nicht (dasselbe gilt auch fiir die Porphyrine), um nahere Gesetz 
maBigkeiten erkennen zu kénnen. 

Die Wondensation der beiden Methene erfolete zweckmafi 
lurch Verschmelzen mit einem Gemisch aus Bernsteinsiure und 
Brenzweinsaiure bei 180° in einer Ausbeute von 12°/, der Theorie. 

Was freie Porphyrin, das aus Ather in langen Nadeln krystalli- 


-jierte, wurde in seinen Dimethylester vom Schmelzp. 214° tber- 


H. Fischer u. Schormiiller, Liebigs Ann. 480, 126 (1930). 
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sefuhrt. Zur naheren Charakterisierung diente wie beim isomeren 
Porphyrin A die Darstellung der Kupfer- und Eisenkomplexsalze 
sowohl des Esters als auch des freien Porphyrins. Die Analyse 
des Porphyrins und aller Derivate bewies wiederum das Vor- 
handensein emer freien Methingruppe, die wieder durch die 
Bromlerung erkannt wurde. Unter dem Einflufi von iiberschiissigem 
Brom entstand hier ein gut krystallisiertes Perbromid mit 7 Br- 
\tomen. Die Analyse ergab zwar im Halogengehalt gegeniiber der 
Theorie ein Defizit von 69/5, was darauf hinweist, dab ein Teil des 
Broms sehr locker gebunden sein muh. Die partielle Entbrormung 
fulirte sehlieblich zum Monobromporphyrin, dessen Dimethylester 
ber 259° schmilzt. 

In der Salzsiurezahl (0,4) und den spektroskopischen Eigen- 
<chaften stimmen die beiden ‘Tetramethyl-monoithyl-dipropion- 
siureporphine A und 6 als Isomere erwartungsgemiafi restlos 
aberein. Das Atherspektrum erwies sich bei der Uberemander- 
projektion mit ,,Hamoporphyrin™ identisch, dagegen war gegen- 
iber Mesoporphyrm eine zwar geringe aber dennoch deutlich sicht- 
bare Versehiebung nach Violett festzustellen. Diese wird zweifellos 
durch die free Methingruppe bedingt, denn beim Deuteroporphyrin, 
das statt der Athyvlgruppe in den Porphyrinen A und B eine zweite 
freie Methingruppe besitzt, kommt die Verlagerung des Spektrums 
nach Violett noch klarer zum Ausdruck. 

Beim Vergleich der Salzséurezahlen von Mesoporphyrin (0,5), 
Porphyrin A und Bb (0,4) und Deuteroporphyrin (0,3) erkennt man 
cine GesetzmiBigkeit des Sinkens der Salzsiurezahl mut der Zu- 
hme freier Methingruppen im Porphinkern. 

In der Porphyrinreihe ganz allgemein ist die Bestimmung der 
Salzsiurezahl nach Willstatter von groRer Bedeutung.  .,Die 
Salzsiurezahl!) gibt den Prozentgehalt derjenigen Séure an, die 
einem ihr gleichen Volumen atherischer Lésung beim Durchschiitteln 
ungefahr @/, der gelésten Substanz entzieht.“* Diese Methode hat 
den Nachteil, daB man hierbei eine Porphyrinldsung in Salzsiiure 
vergleichen mui mit emer atherischen, die in der Farbnuance 
-elten gleich sind. Wir fanden es deshalb fiir vorteilhatt, den Rest- 
ather mit dem halben Volumen etwas konzentrierterer Salzsiure 
aus dem Ather auszuschitteln, so dafi dieses halbe Volumen das 
sesamte Restporphyrin enthiélt, also em Dmrittel des Gesamt- 
porphyrins. Beim Vergleich der Halfte der ersten Extraktions- 


') Willstatter u. Stoll, Chlorophyllbuch S. 269 (1913). 
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salzsiure qoit der zweiten muh die Farbintensitat gleich sein. 
Diese Modifikation der Willstatterschen Methode hat sich fiir 
die Bestimmung der Salzsiiurezahl in den letzten zwei Jahren 
auBerordentlich bewalirt, und die Unterscheidungsmoclhichkeit nahe 
verwandter Porphyrine verscharft. 

Die groBe Ahnlichkeit in der Konstitution der erwahnten vier 
Porphin-diecarbonsiuren kommt weiterhin zum Ausdruck in den 
Schmelzpunkten der Dimethyvlester, welche alle zwischen 212 und 
2219 legen. Bemerkenswerterweise unterscheiden sich die beiden 
isomeren Dimethylester A und B im Schmelzpunkt nur um ein 
Grad. Der Mischschmelzpunkt zwischen beiden hegt jedoch be- 
deutend tiefer, naémlich bei 174°. Damit war die Vermutung be- 
rechtigt, daBb im Hamoporphyrin ein Gemisch vorhegt, an welchem 
die beiden ‘Tetramethyl-monoiathyl-dipropionsiiure-porphine — be- 
teiligt sind. Diese Ansicht fand ihre Bestiitigung darin, daB beim 
Mischschmelzpunkt zwischen Hamoporphyrinester vom Schmelz- 
punkt 176° und dem Gemisch der beiden Ester A und B keine 
Depression auftrat. Da nun ein synthetisches Gemisch zwischen 
den Estern von Deutero- und Mesoporphyrin ebenfalls zwischen 
170 und 175° schmolz, wurden einerseits Mischschmelzpunkte der 
beiden Ester A und B mit Meso- und Deuteroporphyrinester ge- 
nommen, andererseits kiinstliche Mischkrvstallisationen zwischen den 
venannten vier Porphyrinestern hergestellt. In all diesen Fallen 
ergaben sich wechselnde Schmelzpunkte im Bereich zwischen 170 und 
195°, wie sie beim Hiamoporphyrinester immer beobachtet waren. 

Somit ist nunmehr auch dureh synthetische Untersuchung das 
Hiimoporphyrin als ei Gemisch erwiesen aus Mesoporphyrin, 
Deuteroporphyrin und den beiden” ‘lTetramethyl-monoathyl-di- 


proplonsiiure-porphinen A und b. 


Das Chlorophyllporphyrin Rhodoporphyrin besitzt eime freie 
Kernearboxylgruppe, und Porphyrine mit solehen Kernearboxyl- 
sruppen hatten daher Interesse. Auf synthetischem Wege ist 
Rhodoporphyrin nur in schlechter Ausbeute zugiinglich , weil 
negative Gruppen nach den bisherigen Erfahrungen immer die 
Porphinsynthesen erschweren. Es war nun modglich, daB bei Ver- 
wendung unsvymmetrischer Methene die Ausbeute stieg, und das 


war der Grund, weshalb wir uns der Synthese eines 1,3,5,8-Tetra- 
methyl-4-carbonsiiure-6, 7-dipropionsiiure-porphins zuwandten. Fur 


die Synthese dieses K6rpers waren notwendig die beiden Methene 
[V und If. IL siehe oben. 
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ae —H — 

IV | 

HC. J cH————!__Jcu, 
HNBr NH 


IV entsteht durch Kondensation von 2,3-Dimethylpyrrol mit 
2, 4-Dimethyl-3-carbithoxy-5-formylpyrrol in alkoholischer Lésung 
mittels Bromwasserstoffsiure. Bei der Bromierung wurde nur ein 
Bromatom in die freie 6-Stellung aufgenommen. Der weitere Ein- 
tritt von Brom in die «-stiindigen Methylgruppen wurde offenbar 
durch die beiden negativen #-Substituenten vollkommen ver- 
hindert. Die Kondensation der beiden Methene wurde zunichst 
durch ganz kurzes Zusammenschmelzen mit Bernsteinséiure sowohl 
iiber freier Flamme als auch im Metallbad bei 250 und 300° voll- 
zogen. Dabei entstanden jedoch nur sehr geringe Mengen an 
Porphyrin. Das giinstigste Resultat wurde erzielt bei 180—190° und 
einer Schmelzdauer von 45 Minuten. Aber auch hier betrug die 
Ausbeute an dreibasischem Porphyrin nur 0,8°/5, so daB es ledig- 
lich durch seinen sch6n krystallisierten T'rimethylester charakteri- 
siert werden konnte. Das Porphyrin ist spektroskopisch mit Rhodo- 
porphyrin nahezu identisch, nur der dritte Hauptstreifen zeigt eine 
deutliche Verschiebung nach Violett. Auch in der Farbe der 
iitherischen wie salzsauren Lésungen zeigt es groBe Ahnlichkeit 
mit diesem Chlorophyllporphyrin. Bei der Synthese trat in sehr 
ceringer Menge ein zweites Porphyrin auf. Da die beiden Methen- 
komponenten fiir sich allein zur Porphyrinbildung nicht befahigt 
sind, kann das Nebenprodukt nur sekundir durch Absprengung 
der Carboxylgruppe in 4-Stellung aus dem dreibasischen Porphyrin 
entstanden sein. Es muBte sich also um Deuteroporphyrin handeln. 
Tatsichlich war spektroskopisch und in der Salzsiurezahl Uberein- 
stimmung vorhanden. Der Schmelzpunkt des Esters lag zwar 
etwas tiefer, bei 212°, was vielleicht durch eine geringfiigige, 
spektroskopisch nicht mehr wahrnehmbare Beimengung von drei- 
basischem Porphyrin bedingt sein kann. Dies ist um so wahr- 
scheinlicher, als auch ein kiinstlich dargestelltes Gemisch aus 
Deuteroporphyrinester und Tricarbonsiiureester (im Verhialtnis 
20:1) sich spektroskopisch von reinem Deuteroporphyrin-di- 
methylester kaum unterscheiden lief. 

Die Bromierung des Esters vom Schmelzp. 212° fuhrte zu 
cinem gebromten Kster, der wie Dibromdeuteroporphyrinester in 
rautenformigen Blattchen vom Schmelzp. 274° krystallisierte. Der 
Mischschmelzpunkt ergab keine Depression. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXCVIII. 4 
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Das Auftreten von Deuteroporphyrin als Nebenprodukt kann 
unter den obwaltenden Bedingungen nur mit eimer geringeren 
Haftfestigkeit der Carboxylgruppe am Pyrrol- bzw. Porphinkern 
erklirt werden. Moglicherweise ist ihre Labilitaét durch die in der- 
selben Methenkomponente vorhandene freie /-Stellung bedinet, 
denn bei der Synthese des vollkommen substituierten Rhodo- 
porphyrins!) wurde die Absprengung der Kernearboxyleruppe niclit 
hbeobachtet. 

im Anschlu®B an diese Versuche berichten wir weiter tiber dic 
Synthese kerncarbithoxyherter Porphvrine, Versuche, die Herr 
Ginther?) durchgefiihrt hat und die von Interesse sind, weil sie 
die Eigenschaften der kernearboxylierten Porphyrine weiter 
charakterisieren. Wir gingen dabei auf Beobachtungen mit Herr 
Grosselfinger’) zurick, bei denen Porphyrinbildung beim Er- 
litzen von 4-Methyl-2-brommethy]-3,5-dicarbithoxypvrrol mit 
Kisessig-Bromwasserstoff im Druckrohr festgestellt war. Die 
Beobaechtungen wurden damals nicht weiter verfolgt. weil uns 
keine Apparatur zur Verfiiggung stand, die das Arbeiten mit [:is- 
essig-Bromwasserstoff bei 180° in gréBerem Mabstab ermoglichte. 
Durch Silbereinsiitze im Autoklaven und Ausschlagen des Mano- 
meters mit Silber wurden diese Schwierigkeiten tiberwunden und 
es konnte obige Synthese in grdBerem Mahstab durchgefiilhrt 
werden, wobei mindestens drei Porphyrine nebeneinander ent- 
stehen, eine Tetramethylporphinmonocarbonsaure, eine -Dicarbon- 
siure und ‘Tetramethylporphin, wie die Analysen beweisen. Die 
Versuche zeigen nnmerhin die grobe Resistenz der Kernearboxy!- 
gruppen gegen Hisessig-Bromwasserstoff, nur partiell ist die Ab- 
spaltung der Carboxylgruppen erfolgt. 

Wir haben dann weiter nach der gleichen Methode mit Eis- 
essig- Bromwasserstoff das 1,3,5,7-Tetramethylporphin V 





H.C H H,C=—= iH 
H | | 
| C | 
— S77 
N N 
V HC gy H CH 
\ N N 
| | HI | | 
H CH, a 


') H. Fischer u. A. Schormiiller, Liebigs Ann. 480, 109 (1930). 

*) Dissertation Technische Hochschule Miinchen 1930. 

3) Liebigs Ann. 461, 274 (1928); vgl. auch Dissertation H. Grosse!- 
finger S. 47, Technische Hochschule Miinchen 1927. 
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eynthetisiert, fiir das als Ausgangsmaterial Methen VI notwendig 


ee H,C_—Br H,C--—Br 
VI pi | : i 
nig OP” comma CH NZ! H, 
NH HNBr 


das aus 2,4-Dimethylpyrrol durch Bromieren in groBem Mafstab!) 
leicht zu gewinnen ist. Die Synthese dieses Tetramethylporphins 
hatte ein Interesse wegen der in ihm vorhandenen vier Methin- 
cqvuppen, seitdem wir Methoden gefunden haben, sekundir Reste 
in den Porphinkern emzufihren.?) Auch hier gelang die Synthese 
bei Anwendung der Silberapparatur, jedoch nur in schlechter Aus- 
heute und es ist bemerkenswert, daB Iierbei Entbromung wieder 
eintrat. so daB die stark reduzierende Wirkung des Bromwasser- 
stoffs damit erhartet ist, wie wir erst vor kurzem durch die Ge- 
winnung des Desoxophyllerythrins?) aus Chlorophyll erfahren hatten. 

Das Tetramethylporphin gibt em schon krystallisiertes Kupfer- 
<ulz; die Ausbeute bei der Porphyrinsynthese ist aber so schlecht, 
dab wir die weitere Bearbeitung des Tetramethylporphins aut- 
geben muBten, weil selbst die Silberapparatur auf die Dauer der 
Einwirkung von Eisessig-Bromwasserstoff ber 180° nicht ge- 
wachsen ist. 

Wir versuchten dann noch mit Hilfe der Bernsteimsiure- 
schmelze die Synthese durchzufiihren; sie gelang ebenfalls, aber 
in noch schlechterer Ausbeute und die Analyse zeigte, daB unter 
diesen Bedingungen keine totale Entbromung in der /-Stellung 
erfolet war, vielmehr ein Gemisch von ungefahr gleichen Teilen 
freem und einfach bromiertem Tetramethylporphin vorlag. 

Weiter beschreiben wir noch ein Pyrromethen aus Pyrrol- 
y-aldehyd und Trimethylpyrrol und das hieraus durch Bromierung 
gewinnbare 3,4,5-Tribrom -3’,4’,5’- trimethyl] - pyrromethen- brom- 
hvdrat. Das zuerst genannte Methen ist durch croBen NieBreiz 
wusgezeichnet. Die Porphyrinsynthese aus dem gebromten Methen 
velang nur in minimaler Ausbeute sowohl in der Bernsteinsiiure- 
schmelze wie mit Bromwasserstoff-Hisessig im Druckrohr, wie 
immer die Synthese methylierter Porphyrine Schwierigkeiten 
machte.4) 

_ ') Liebigs Ann. 434, 242 (1923); vgl. auch Ber. chem. Ges. 61, 1070 
(1928). 

2) Liebigs Ann. 482, 214 (1913). 

') Liebigs Ann. (im Druck). 

*) H. Fischer u. B. Walach, Liebigs Ann. 450, 164 (1926); H. Fische: 
u. E. Jordan, Diese Z. 191, 36 (1930). 
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Zur Synthese des Deuterohimins war das 4,5,3’,5’-Tetra- 
methyl-3,4’-dibrom-pyrromethen als Ausgangsmaterial notwendig, 
das wir in Form seines Bromhydrats beschrieben haben.!) Dieses 
gibt eine sehr schone, orangerote, freie Base, die in derben Prismen 
krystallisiert. Daf bei der Bromierung die Bromatome in die 
f-Stellungen (3,4’) eingetreten waren und nicht etwa in die «-stin- 
digen Methylgruppen, wurde durch Oxydation, wobei Brom- 
zitrakonimid resultierte, exakt bewiesen. Als Nebenprodukt bei 
der Synthese haben wir seinerzeit?) noch ein zweites ,,Rest- 
porphyrin’ mit Ksterschmelzp. 232° erwihnt. Die Ausbeute an 
dem Material war zu gering, um eine eindeutige Identifikation 
vorzunehmen, mit groBer Wahrscheinlichkeit aber handelt es sich 
um Monobrom-deuteroporphyrinester, denn wenn man bei der 
Synthese die Bernsteinsiureschmelze 11/, Stunden lang fortsetzt 
unter den angegebenen Bedingungen, so tritt dieses Porphyrin 
nicht mehr auf und die Ausbeute an Deuteroporphyrin steigt be- 
trachtlich. 

Ferner haben wir aus dem synthetischen Deuteroporphyrin 
den Diaéthylester gewonnen, der bei 204° schmilzt und beim Misch- 
schmelzpunkt mit analytischem Material keinerle1 Schmelzpunkts- 
depression gab. 

Weiter interessierte das Rhodin des Deuteroporphyrins, da- 
in ublicher Weise dureh Einwirkung von Oleum auf Deutero- 
porphyrindimethylester schén krystallisiert erhalten wurde. Als 
Nebenprodukt entstand ein Verdin, das vermége seiner hoheren 
Salzsiiurezahl abgetrennt und krystallisiert erhalten werden konnte. 
Das Rhodin gibt mit Diazomethan einen schén krystallisierte: 
Ester, der in blauschwarzen Blattchen krystallisiert. Auch hier 
verschiebt die Rhodinbildung wieder wie immer den spektro- 
skopischen Befund nach Rot. 

Vor einiger Zeit*) hatten wir durch Erhitzen von Deutero- 
porphyrin im Hochvakuum Deutero-aétioporphyrin erhalten. Nach 
Schumm?) kann es auch dureh Decarboxylierung von_,,Pyro- 
porphyrin“, dessen Identitaét mit Deuteroporphyrin wir>) nach- 
gewlesen haben, mit Paraffin6dl in der Siedehitze gewonnen werden. 
Die analytischen Methoden fiir die Gewinnung der Atioporphyrine 


!) H. Fischer u. A. Kirstahler, Liebigs Ann. 466, 182 (1928). 
2) a. a. O. S. 180. 

3) H. Fischer u. A. Treibs, Liebigs Ann. 466, 208 (1928). 

4) Diese Z. 181, 141 (1929). 

6) H. Fischer u. A. Kirstahler, Liebigs Ann. 466, 181 (1928). 
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sind immer zeitraubend und die 'Trennung von Nebenprodukten 


langwierig. 
Fur die Synthese kamen folgende Methene VII und VIII in 








Frage 
| VII | 
H,C, — Br H,C Br 
| , 
H'H,CL J CH \ CH, ii 
NH HNbBbr 
NH HNBr 
Br eo CH: —~S Br 
| } | 
H,C —— C,H, H,C, CH, 
Vill 


von denen VII wir vorhin erwahnten, das zweite, das 4,4’-Di- 
methyl-3,3’-didéthyl-5, 5’-dibrom-pyrromethen-bromhydrat!) schon 
fir zahlreiche Porphyrinsynthesen Verwendung gefunden hat. Die 
Kondensation der beiden Komponenten erfolgte in der Bernstein- 
siureschmelze durch kurzes Erhitzen des Gemisches auf 250° am 
besten. Die Ausbeute war 5°/) der Theorie. Als Nebenprodukt 
trat wie bei der Deuteroporphyrinsynthese einfach gebromtes 
Porphyrin auf, das vermége seiner hoheren Salzsiiurezahl ab- 
getrennt werden konnte. Deutero-atioporphyrin krystallisiert in 
schon ausgebildeten rautenférmigen Tafeln. Auch Kupfer- und 
Kisensalz -krystallisieren gut. Der Nachweis der freien Methin- 
gruppen 1m Deuteroporphyrin wurde durch Isoherung des Dibrom- 
derivates erbracht. Als Zwischenprodukt trat auch hier wie so 
hautig ein sch6n krystallisiertes Perbromid auf. 


Versuche. 
4,5,3’,5'-Tetramethyl-3, 4’-dibrom-pyrromethen. *) 

Die Lésung des Methenbromhydrates in Chloroform wird mit 
verdunnter Natronlauge bis zur Farbaufhellung durchgeschiittelt, 
zweinal mit Wasser gewaschen und die getrocknete Chloroform- 
losung auf kleines Volumen eingeengt. Auf Zusatz von Aceton 
krystallisiert die orangerote Methenbase aus. Zur Analyse aus 
Chloroform-Methylalkohol umkrystallisiert. Derbe, lange Prismen 
vom Schmelzp. 182° (korr.).. Im Vakuum bei 80° konstant ge- 
trocknet. 

') H. Fischer u. P. Halbig, Liebigs Ann. 447, 125 (1926). 

~) Gewinnung des Bromhydrates vgl. Liebigs Ann. 466, 152 (1928). 
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1,132 mg Substanz gaben 6,620 mg CO,, 1,45 mg H,O. 


3,165 mz ms ™ 0.231 com N (20°, 719 mm). 
6,112 my = ae 6.3850 mg AgBr. 


C,,H,,N,Br, (358.0) 


ger. = C -43,589/, H 3,949), N 7,82°/, Br 44,669, 
Gef: ., 43:90 , 4,01 Sie ,, 44,91 
Oxydation. 


le Methenbase wird in 20 cem konz. Schwefelsiure gelost. 
dazu labt man unter starker Kithlung langsam eine Loésung vor 
2 ¢ Chromsaure in 20 cem Wasser so zutropfen, daB die Tempe- 
ratur nicht iiber 10° steigt. Dann laBt man bet gewohnlicher 
Temperatur noch 1 Stunde stehen, verdiinnt mit Eiswasser aut 
etwa 150 cem und athert aus. Die itherische Losung des Imid- 
wird mit verdiinnter Sodal6sung und Wasser gewaschen und mit 
Natriumsulfat getrocknet. Beim Einengen krystallisiert das [mid 
aus, das durch Vakuumsublimation gereimgt wird. Farblose 
Prismen vom Schmelzp. 176° (korr.). Der Mischschmelzpunkt mit 
Bromzitrakonimid ergab keine Depression. 


Deuteroporphyrin-diathylester. 
a) Aus synthetischem Deuteroporphyrin. 
Derselbe wird in analoger Weise wie der Dimethylester er- 
halten durch Veresterung des freien Porphyrins mit aithylalkohol:- 
scher Salzsiiure. Zur Analyse aus Chloroform-Athylalkohol tn- 
krystallisiert. Prismen vom Schmelzp. 204°. Im Vakuum bei 50 
konstant getrocknet. 


3.845 mg Substanz gaben 10,200 mg CO,, 2,300 mg H,O. 


3.448 mg - * 0.318 com N (199, 712 mm). 
C.,,H,,0,N, (566.3) fer. C 72,05°/, H 6,76°), N 9,89°/,, 
Gef. ,, 72,35 ., 6.69 ». LOTTO 


Spektrum in Chloroform: 
[. 624,4—616,0; IL. stark verwaschen Maximum etwa 608,0; [{[. sehr 





620.2 


schwach Maximum 594.2: LV. 579,1—571.5: V. 569,7—561,8; VI. 538,2—521,s: 











575.3 565.8 5300 


VII. 510,7—4s80,4; I.-Abs. 436. 





1905.6 


Reihenfolge der Intensitat: VIT, VI, I, V; [V, Ul, 11. 
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bh) Aus analytischem Deuteroporphyrin (gewonnen durch 
Resorcinsechmelze von Haimin). 
Prismen aus Chloroform-—Athylalkohol von Schmelzp. 204°. 
Mit svnthetischem Material keine Schmelzpunktsdepression. Im 
Vakuum bei 80° konstant getrocknet. 


5,155 mg Substanz gaben 13,530 mg CO,, 3,110 mg H,O. 


4,917 mg - - 0,433 ecm N (17°, 721 mm). 
Gef. C 71,58, H 6,75°/, N 9,83°/,. 


Deuterorhodin-methylester. 


50 mg Deuteroporphyrin-dimethylester werden in einem Ge- 
misch aus 4cem konz. Schwefelsiure und 2 cem rauchender 
schwefelsiure von 20°/, SO,-Gehalt gelést. Man belaBt die rot- 
violette Lésung im schwach siedenden Wasserbad bis Farbumschlag 
nach Griin eingetreten ist und eine in Ather ibergefiihrte Probe 
des Farbstoffes den Rotstreifen des Deuteroporphyrins (bei 621 my) 
nicht mehr erkennen Ja6t. Dann gieBt man auf Eis, treibt mit 
Natronlauge in Ather und fraktioniert. Beim Einengen der 
iitherischen Losung krystallisiert das Rhodin in Nadeln aus. Aus- 
beute 15 mg. Salzséiurezahl 0,5. Nebenbei wurde etwas Verdin 
erhalten, das mit 5°/jiger HCl ausgezogen und wieder in Ather 
iibergefihrt beim Einengen desselben krystallisierte. 

Veresterung: Das Rhodin wird in wenig Pvridin gelést und 
mit 10 cem atherischer Diazomethanlésung verestert. Nach zwolf 
Stunden gibt man das gleiche Volumen Methylalkohol zu. Der 
[ster krystallisiert in blauschwarzen Blattchen vom Schmelzp. 245° 
(korr.) aus. Zur Analyse aus Chloroform-Methylalkohol um- 
krystallisiert und bei 90° konstant getrocknet. 


4,725 mg Substanz gaben 12,640 mg CO,, 2,560 mg H,O. 


3,265 mg a Lal 0,316 com N (19°, 721 mm). 
C,,H3,0,N, (506,3) Ber. C 73,48°/, H 5,97°/, N 11,07°/, 
Gef. ,, 72,97 ». 6,06 »» 10,73 


Spektrum in Pyridin—Ather: 














I. 640,4—630,3 ; II. sehr schwach 588,3—573,7; ILL. 549,3—539,3; 
635,3 581,0 544.3 
IV. 517,1—502,3; E.-Abs. 438. 
509,7 


teihenfolge der Intensitat: I, IV, ILI, II. 
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a8) 


Synthese des Deutero-atioporphyrins. 

Kin inniges Gemisch von 2,8 ¢ 4,5,3’,5’-Tetramethyl-3,4’- 
dibrom-pyrromethenbromhydrat, 3g 3,3’-Diathyl-4,4’-dimethy]- 
5,5'-dibrom-pyrromethenbromhydrat und 17,4 g Bernsteinsiure 
wird in Anteilen von 1—1,5 g in Reagenzglisern im Olbad bei 250° 
10 Minuten verschmolzen, die Schmelze mit heifem Wasser mehr- 
mals ausgelaugt und filtriert. Der schwarze Riickstand wird ver- 
rieben und das Porphyrin mit konz. Salzsaéure und Eisessig heraus- 
gelost. Man verdiinnt mit dem doppelten Volumen Wasser und 
filtriert. Der dabei verbleibende Ruckstand wird wiederholt der 
Behandlung mit heiBer, etwa 20°/jiger Salzsiure unterworfen, bis 
das Filtrat porphyrinfrei ist. Aus den salzsauren Losungen wird 
das Porphyrin mit krystallisiertem Na-Acetat ausgeflockt, nach 
dem Filtrieren in 10°/jig. HCl gelést und in Ather wbergefiihrt. 
3elm Fraktionieren erhaélt man zwei Porphyrine mit den Salz- 
siurezahlen 1,75 und 8, wovon das letztere das Monobromdeutero- 
aitioporphyrin darstellt. Ausbeute: 119 mg bromfreies Porphyrin, 
10 mg bromiertes Porphyrin. 

Das Deutero-aitioporphyrin krystallisiert aus Chloroform- 
Methylalkohol in rautenférmigen Tafeln vom Schmelzp. 252° 
(korr.). Zur Analyse dreimal aus Chloroform-Methylalkohol, dann 
einmal aus Pyridin-Methylalkohol umkrystallisiert und bei 95° im 
Vakuum konstant getrocknet. 

4,158 mg Substanz gaben 12,040 mg CO,, 2,670 mg H,O. 


3,460 mg ” ” 0,431 com N (23°, 717 mm). 
C,,Ha)N, (422,2) Ber. C 79,58°/, H Y,16°/, N 13,27, 
Gef. ,, 78,98 mee »» 13,55 


Die quantitative Halogenbestimmung ergab den Wert Null. 


Monobrom-deutero-atioporphyrin. 

Das bei der Synthese als Nebenprodukt erhaltene teilweise 
bromierte Porphyrin krystallisiert aus Chloroform-Methylalkohol 
in schief abgeschnittenen prismatischen Blattchen. [Im Vakuum 
ber 80° konstant getrocknet. 

8,108 mg Substanz gaben 3,13 mg AgBr. 

CyHegN Br (501,1) Ber. Br 15,94°/, Gef. Br 16,43%,. 


Spektrum in Pyridin-Ather: 
I. 625,1—620,8; II. Maximum 596,5; III. 582,6—574,4; IV. 571,1—566,6; 

















622.9 578.5 568,8 
V. 540,0—526,7; VI. 513,0—482,0; E.-Abs. 441,1. 
533,3 497,5 


Reihenfolge der Intensitét: VI, V, I, IV; II, I. 
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Dibrom-deutero-atioporphyrin. 

50 mg Deutero-itioporphyrin werden in 10 cem Eisessig auf- 
ceschlimmt und 2 cem einer 20°/jigen Losung von Brom in Eisessig 
zugegeben. Das in Prismen krystallisierte Perbromid zeigt beim 
Erhitzen bis 800° keimen Schmelzpunkt. Man wbergieBbt mut 
15 cem Aceton, laBt tiber Nacht stehen und arbeitet schheBlich 
iiber Ather-Salzséure auf. Prismen aus Chloroform-Methylalkohol 
vom Schmelzp. 368° (Block). Zur Analyse im Vakuum bei 90° 
konstant getrocknet. 

4,397 mg Substanz gaben 9,325 mg CO,, 2,150 mg H,O. 


3,570 mg “ » 0,304 com N (18°, 721 mm). 

7.0913 mg - » 4,79 mg AgBr. 

C,H .N,Br (580,1) 

Ber. C 57,92°/, H 4,87°/, N 9,66°/, Br 27,55°/, 
Cef. »5 27,84 99 On4d » 9,48 age 


Deutero-atioporphyrin-Kupfersalz. 

Man lost das Porphyrin in wenig heiBem Eisessig, gibt eine 
Auflésung von etwas Kupferacetat in Eisessig zu und kocht kurz 
auf. Das Kupfersalz krystallisiert sofort in gltzernden, bischel- 
formig angeordneten Nadeln aus. Schmelzp. 280° (korr.). Zur 
Analyse aus Chloroform-Methylalkohol umkrystallisiert und bei 
S5° im Vakuum konstant getrocknet. 

4,134 mg Substanz gaben 10,520 mg CO,, 2,360 mg H,O, 0,669 mg CuO. 


2,768 mg - - 0,292 com N (18°, 721 mm). 
C,.HogNyCu (483,9) 

Ber. C 69,45°/, H_ 5,84°/, N 11,58°/, Cu 13,14°/, 
Gef. ,, 69,40 » 6,30 “ Bae" 1238 


Deutero-atiohamin. 

Das Porphyrin wird in Eisessig heifi gelést, mit einer frisch 
hereiteten und filtrierten Ierroacetatlésung in Ejisessig, sowie 
einigen Krystallen von Natriumchlorid und 1 Tropfen konz. Salz- 
saure versetzt und kurz aufgekocht. Beim Erkalten krystallisiert 
das Lisensalz in schrag abgeschnittenen Prismen aus. Zur Analyse 
aus Chloroform-Eisessig umkrystallisiert und bei 100° im Vakuum 
konstant getrocknet. 

9,600 mg Substanz gaben 13,415 mg CO,, 2,640 my H,O, 0,880 mg Fe,O,. 


¢ nj-- 4 - « 
4,040 my - i” 0,377 com N (19°, 723 mm). 
9,263 mg és 1,520 mg AgCl. 


Cy.HoN4FeCl (511,4) 


Ber. C 65,70°9/, H 5,529), N 10,95°/, Fe 10,919/, Cl 6,92°/, 
Gef. ,, 65,33 5,27 », 10,38 ., 10,99 a tae 


993 
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4,5,3',5 -Tetramethyl-4 ’-athyl-pyrromethen-bromhydrat. 


Die Losung von 1 ¢ 2,3-Dimethylpyvrrol und 1,59 ¢ Krypto- 
pvrrolaldehyd in 15 cem Alkohol wird mit 3 
siure (d@ — 1,49) versetzt. Nach kurzem Reiben mit dem Glas- 
stab fallt das Methenbromhydrat in schénen Nadeln von violett- 
brauner Farbe aus. Nach 2 Stunden wird abgesaugt und mit etwas 


cem Bromwasserstoft- 


Das Methenbromhydrat kann sowohl aus Eisessig als auch aus 
Alkohol gut umkrystallisiert werden. Schmelzp. 214°. Zur Analys 
aus Misessig umkrystallisiert und im Vakuum bei 85° konstant 
cetrocknet. 


$550 mg Substanz gaben 9,755 mg CO,, 2,820mg H,O (0,018 mz 


As« he). 
2,205 mg ss = QO,182 com N (19°, 726 mm). 
7.610 my - -" 4,460 mg AgBr. 


C,;H,,N.Br (309,0) 


Ber.  C 58,259/, H 6,83° , N 9,06°/, Br 25,86°/ , 
(ref, > D847 1 Ce 1» BZZ 5, 24,93 


4,5,3'-Trimethyl-3-brom-4 -athyl-5 '-brommethyl-pyrromethen-brom- 
hydrat. 

| ¢ Methenbromhydrat wird unter Erwirmen in 25 cem [is- 
essig gelost und in der Siedehitze 4 Mol Brom (= 2,07 g) (in wenig 
Misessig gelost) zugegeben. Der Bromkorper beginnt sofort 1 
schonen langen Nadeln auszukrystallisieren. Schmelzp. 138° un- 
scharf. Ausbeute: 1,5 ¢. Der Bromkorper enthalt emen Teil de- 
Broms locker gebunden. Aus Eisessig umkrystallisiert werden 
lange Prismen erhalten. Beim Erhitzen im Roéhrehen auf 300° 
ist zwar allmihlche Dunkelfairbung, jedoch kein Schmelzpunkt zu 
beobachten. Zur Analyse im Vakuum bei 90° konstant getroeknet. 


5,200 mg Substanz gaben 7,400 mg CO,, 1,940 mg H,0O. 


3,120 meg a - 0,162 cem N (20°, 710mm). 

5.733 my - = 6,910 me AcBr. 

C,;H,.N.Br, (466,9) 

Ber. C 38,559 , H 4,09° N 6,00°) Br 51,30 , 
Cef. ¢ ee 2 ie .. 3.65 » B20 


Synthese des 1,3,5,8-Tetramethyl-4-athyl-6, 7-dipropionsaure- 
porphins (A). 
7 ¢ bromiertes Methenbromhydrat und 8.26 ¢ 3,3’-Dipropion- 
siiure-4,4’-dimethyl-5,5’-dibrompyrroinethenbromhydrat werden 


mit dreifacher Menge Bernsteinsiiure innig verrieben und = in 





Synthese des Deutero-iitioporphyrins, des Deutero-rhodins usw. 59 


kleinen Portionen zu je 1,2 ¢ im offenen Reagenzglas mittels Olbad 
1 Stunde auf 190—200° erhitzt. Die Sehmelze wird, wie bei 
Deutero-iitioporphyrin beschrieben, aufgearbeitet.. Das rohe Por- 
phyrin wird durch krystallisiertes Natriumacetat aus der salzsauren 
Lésung ausgeflockt, nach grindlichem Auswaschen mit Wasser in 
verdiinnter Salzsiure gelést und mit Natronlauge in Ather ve- 
trieben. Aus der atherischen Losung laBt sich das Porphyrin 
mit 1° iger HCl ausziehen. lm Ather verbleiben meist Spuren 
von gebromtem Porphyrin, welches an seiner héheren Salzsiiure- 
gahl und an der Versechiebune der Grinstreifen naeh Rot. leielit 
zu erkennen ist. 

Man reinigt nochmals zwischen Salzsiiure-Ather, destilliert 
den Ather ab, wobei das Porphyrin bei entsprechender Konzen- 
tration in femen Nadeln auskrystallisiert. Salzsiiurezahl 0,4. Aus- 
heute: 982 mg entsprechend 12,2°, der Theorie. Zur Analyse aus 
Misessig-Ather umkrvstallisiert und im Vakuum bei 95° konstant 
vetrocknet. 


4,518 mg Substanz gaben 11,750 mg CO,, 2,605 mg H,O. 


1.771 mg ¥ - 0,431 com N (15°, 724 mm). 
C',H,,0,N, (538,38) Ber. C 71,349, H 6,36°/, N 10,419), 
Gef.  ,, 70,93 ~ GAS », 10,20 


Spektrum in Ather: 


I. 625,6—621,1; Il. sehr schwach Maximum 612.0; ILL. schwach 597,4; 

















623,3 
[V. 580,1—573,0; V. 571,2—565,8; VI. sehr schwach Maximum 559,6; Schatten 
570.5 568,5 
547,0; VII. 538... 535,1—524,0...520,0; VIII. 508,6...506,2—482,5; 
529,5 194% 


E.-Abs. 439. 
teihenfolge der Intensitat: VIII, I, VII, V; 1V, Lif; Uf, VI. 
In 5°/,iger Salzsaure: 
[. 594,6—588,4 ... 583.5: If. sehr schwach Maximum etwa 570,9; 
591,5 
{{l. 557,0—536,2; E.-Abs. 42v. 
546.6 
Reihenfolge der Jntensitat: II, [; U1. 








In n/l0 NaOH: Das ganze Spektrum ist ziemlich verwaschen. 














[. 622,2—612,6; Il. 578,8...571,8—559,5; Il. 544,5—534,6; 
617,4 565,7 539,60 
IV. 515,9—493,2; E.-Abs. 443. 
504,6 


Reihenfolge der Intensitat: IV, [1I, I, I. 
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Hamin des freien Porphyrins. 

Dasselbe wird durch Versetzen der Lésung des freien Por- 
phyrins in Eisessig mit Ferroacetat, das einige Kornchen Natrium- 
chlorid und einen Tropfen konz. Salzsiure enthalt, erhalten. Zur 
Analyse durch Lésen in wenig Pyridin--Chloroform und Ein- 
gieBen in heiBen, mit Kochsalz gesittigten Eisessig umkrystalli- 
siert. Quadratische Blattchen. Im Vakuum bei 95° konstant 
getrocknet. 

4,866 mg Substanz gaben 10,875 mg CO,, 2,165 mg H,O, 0,610 mg Fe,0.. 


3,692 mg - - 0,286 ccm N (16°, 726 mm). 

7,926 mg - * 1,73 mg AgCl. 

CygH,0,NgFeCl (627,5) 
Ber. C 61,20°%/, H 5,14°/, N 8,95°/, Fe 8,90°/, Cl 5,65°/, 
Gef.,, 60,97 , 4,98 » 874 » 8,77 , 5,40 


Spektrum in Pyridin -- Hydrazinhydrat : 
I. 553,8—538,8; I]. 526,8—509,6; E.-Abs. 439. 








546.3 518,2 


Reihenfolge der Intensitat: I, I. 


Kupfersalz des freien Porphyrins. 

Das Porphyrin wird in wenig Pyridin gelést und mit einer 
Autlosung von Kupferacetat in Eisessig kurz aufgekocht. Das 
Kupfersalz fallt sofort in prachtigen langen Nadeln aus. Zur 
Analyse aus Pyridin-Eisessig umkrystallisiert und im Vakuuin 
bel 95° konstant getrocknet. 

5,150 mg Substanz gaben 12,080 mg CQO,, 2,540 mg H,O, 0,673 mg CuO. 


3,569 mg - » 9,301 cem N (179, 719 mm). 
C49H3,0,N,Cu (5999) 

Ber. © 64,01°, H 5,38°/, N 9,34°9/, Cu 10,60°/, 
Gef.  ,, 63,71 »» 9,52 » 9,09 » 10,44 


Spektrum in Eisessig: 
Il. 567,6—549,4; II. 529,8—514,5; E.-Abs. 425. 








DO8,D §22,1 


Intensitat: I, IJ. 


Dimethylester. 

Das freie Porphyrin wird mit Methylalkohol—Chlorwasserstoit 
in bekannter Weise verestert. Zur Analyse 3mal aus Chloroform- 
Methylalkohol, dann linal aus Pyridin-Methylalkohol umkrystalli- 
siert. Nadeln vom Sechmelzp. 213° (korr.). Im Vakuum bei 95° 


konstant getrocknet. 
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5,415 mg Substanz gaben 14,310 mg CO,, 3,320 mg H,O. 


3,341 mg - % 0,287 cem N (15°, 726 mm). 
C3,H;,0,N, Ber. C 72,05°/ H 6,76° A N 9,89° a 
(566,3) Gef. ,, 72,07 5, 6,86 .. 9.72 


Spektrum in Chloroform: 
I. 624,3—616,1; Il. schwach 594.7; ITI. 580,3—569,1; IV. 568,0—561,8;: 
620,2 574,7 564,9 
V. 541,3—522,2; VI. 512,6—481,0; E.-Abs. 439. 
531,7 496,8 
Intensitat: VI, V, I, IV; III, If. 

















Dimethylester—Eisensalz. 

In whblicher Weise dargestellt. Umkrystallisiert aus Chloro- 
form-EKisessig. Bischelf6rmig vereinigte Prismen vom Schmelz- 
punkt 259° (korr.) nach vorheriger Sinterung. Im Vakuum bei 
80° konstant getrocknet. 

4,640 mg Substanz gaben 10,570 mg CO,, 2,230 mg H,0, 0,575 mg Fe,0,. 


4,524 mg “ a 0,335 cem N (16°, 729 mm). 
4,351 mg ™ 0.96 mg AgCl. 


C3,H,,0,N, FeCl (655, 
Ber. C 62,25°/, H ay, N 8,54°/, Fe 8,519/, Cl 5,40°/, 
Gef. ,, 62,12 », 5,38 », 8,39 »» 8,37 »» 5,46 
Spektrum in Pyridin +- Hydrazinhydrat: 
I. 553,5—539,1; II. 525,0—505,8; E.-Abs. 444. 
546,3 515,4 
Intensitat: I, IT. 











Dimethylester—-Kupfersalz. 


Der Ester wird in Eisessig gelést und mit einer Auflésung von 
Kupferacetat in Eisessig kurz aufgekocht. Feine, lange ! Nadeln 
vom Schmelzp. 220° (korr.) nach vorheriger Sinterung. Zur Ana- 
lvse aus Pyridin-Kisessig umkrystallisiert und im Vakuum be 
45° konstant getrocknet. 

4,035 mg Substanz gaben 9,655 mg CO,, 1,990 mg H,0O, 0,515 mg CuO. 








2,261 mg ” re 0,187 com N (17°, 728 mm). 

C3,H,,0,N,Cu (627,7) 

Ber. C 65,00°/, H 5,76°/, N 8,92°/, Cu 10,12°/, 

Gef. —_,, 65,26 » 5,52 »» 9,32 », 10,20 

Spektrum in Pyridin: 

I. 574,2 ... 569,8—557,7 ...552,7; IL. ziemlich verwaschen 534,5—520, 1; 
563,8 §27,3 


E.-Abs. 427. 
Intensitat: I, IT. 
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1,3,5,8-Tetramethyl-2-brom-4-athy]-6, 7-dipropionsaureporphin. 
50 mg Porphyrin werden in 15 ccm Eisessig gelést und hei 
gewohnlicher Temperatur mit 5 cem einer 20°/jigen Losung von 
Brom in Eisessig versetzt. Das Perbromid krystallisiert nicht, 
sondern scheidet sich als an der Glaswand zah haftende Masse aus. 
Nach einigen Stunden wird die Mutterlauge vorsichtig abgegossen 
und der Rickstand in Aceton gelost. Nach etwa 1—2stiindigem 
Stehen flockt man das partiell entbromte Porphyrin mit Wasser 
aus, filtriert und arbeitet tiber Ather-Salzsiure auf. Salzsdure- 
zahl 4,3. Aus Ather umkrystallisiert erhalt man haarfeine, lange 
Nadeln, die zur Analyse bei 70° konstant getrocknet werden. 


3.526 mg Substanz gaben 8,040 mg CO,, 1,820 mg H,O. 


me ‘a » 0,221 com N (19°, 723 mm). 

4,138 my ¥s » 1,250 mg AgBr. 

C,.H,,0,N,Br (617,3) 

Ber. © 62,21%, H 5,39°/, N 9,079), Br 12,96°/, 
(ret, »» 62,19 . eae . 8.75 12.86 


Spektrum in Ather: 
I. 623,5—620,4; II. sehr schwach 612.6; Jl]. Maximum = 595,s; 





621.9 
IV. SSO,.0—572.,0;: V. 569,8—565,5; VI. 541,0—530,6 ...5 











576.0 567,6 535,8 


VII. 511,3—494,5 .. . 486,5; E.-Abs. 434,5. 





502,9 


Reihenfolge der Intensitat: VI, VI, V, 1; IV, II, U. 


Dimethylester. 
«) Durch Bromierung in Eisessig. 

Dieselbe erfolgt wie beim freien Porphyrin beschrieben. 
Der amorphe, partiell entbromte Porphyrinester wird jedoch 
nicht uber Ather-Salzsiure aufgearbeitet, sondern in Chloroform 
aufgenommen, die Lésung mehrmals mit Wasser gewaschen, 
vetrocknet, auf klemes Volumen eingeengt und Methylalkoho! 
heiB zugegeben. Prismen vom Schmelzp. 270° (korr.). Zur Ana- 
lyse aus Chloroform—Methylalkohol wmkrystalhsiert und im Va- 
kuum ber 85° konstant getrocknet. 


4,977 my Substanz gaben 11,570 mg CO,, 2,785 mg H,O. 


3,094 me ” ” 0,240 com N (20°, 722 mm). 

6,613 mez si = 189 mg AgBr. 

C.,H,-O,N,Br (645,2) 

Ber. C 63,24°/, H_ 5,78°/, N 8,68°/, Br 12,38°/, 


Gef. ., 63,40 ,, 6,26 ., 8,58 » 12,16 
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Spektrum in Chloroform: 
1. 623,3—616,9; II. schwach 594,2; III. 581,7—571,2; IV. 569,8—562,6; 

















620,] 576.4 566,2 
VY. 546,.6—530,2; VI. 514,8—492,5; E.-Abs. 43s. 
538,4 503,7 


Intensitat: VI, V, IV, I; Jl, U. 


b) Dureh kurz dauernde Bernsteinsiiureschmelze. 


Erhitzt man das Gemisch der beiden oben erwihnten Methene 
nut Sfacher Menge Bernsteinsaure in Portionen zu je 1 g im Re- 
agenzglas 30 Sekunden itiber freier Flamme, so entsteht nahezu 
ausschheBlich gebromtes Porphyrin. Unter sténdigem Drehen des 
teagenzrohres schmuilzt der Inhalt rasch und gleichmibig zu- 
sammen, wobei heftige Bromwasserstoffentwicklung auftritt. Die 
Sechmelze wird wie tiblich aufgearbeitet und das ausgeflockte 
Porphyrin auf dem Filter mit Methylalkohol-Chlorwasserstofi 
kalt verestert. Mehrmals aus Chloroform-Methylalkohol um- 
krystallisiert. Sehmelzp. 271° (korr.). Der Mischschmelzpunkt 
mit dem gebromten Ester der Darstellung a) ergab keine De- 
pression. Zur Analyse im Vakuum bei 85° konstant getrocknet. 


4,732 mg Substanz gaben 10,890 mg CO,, 2,460 mg H,0. 


3,238 mg ‘s - 0,259 cem N (20°, 725 mm). 
6,620 mg vy s 2,02 mg AgBr. 
4,870 mg is - 3,55 mg AgJ (korr.). 


C,,H3,-0,N,Br (645,2) 
Ber. C 63,24°/, H 5,789/, N 8,68°/, Br 12,389/, OCH, 9,61°/, 
Gef. ,. 62,77 3» 0,82 »» 8,89 » 12,98 » 9,63 


Dimethylester-Kupfersalz. 


Die Darstellung erfolgt in Pyridinlésung unter Zusatz von 
Kupferacetat in Eisessig. Umkrystallisiert aus Pyridin—Hisessig. 
Feine, biischelformig vereinigte Nadeln vom Schmelzp. 230° (korr.) 
nach vorheriger Sinterung. Zur Analyse im Vakuum bei 95° kon- 
stant getrocknet. 


9,093 mg Substanz gaben 10,730 mg CO,, 2,375 mg H,0O. 


4,003 mg - 0,284 com N (18°, 727 mm). 
4,411 mg ¥ om 126 mg AgBr. 


C,,H,,0,N,BrCu (706,6) 
Ber. C 57,749/, H 4,98°9/, N 7,93°/, Br 11,319/, Cu 8,99°/, 
Gef.  ,, 57,45 is Oyen ¢ 900 “| See 
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Spektrum in Chloroform: 
I. 573,7—556,7; Il. 539,6...532,7—521,4...516,0; E.-Abs. 422. 








565,2 527,0 


Intensitat: I, II. 


1,3,5,8-Tetramethyl-2-acetyl-4-athyl-6, 7-dipropionsaureporphin- 
dimethylester. 


1,1 ¢ fein gepulvertes Dimethylester-Eisensalz (vgl. 5. 61 
werden in 100 cem Essigsiureanhydrid aufgeschlaimmt und unter 
Kiskihlung innerhalb 10 Minuten 7,5 cem Zinntetrachlorid ein- 
getropft. Hernach laBt man unter 6fterem Umschiitteln noch 
einige Zeit bei gewOhnlicher Temperatur stehen, bis bei den ent- 
nommenen Proben der charakteristische erste Streifen des Acetyl- 
himochromogens (bei etwa 570 mu) deutlich hervortritt, was nach 
etwa 15 Minuten meist der Fall ist. Man gieBt dann sofort in 
diinnem Strahl in etwa 3 Liter Eiswasser und saugt das Acetyl- 
produkt, sobald es sich blatterig abgeschieden hat, ab. Ausbeute 
an Rohprodukt: 1,2¢. Manchmal tritt schon nach wenigen 
Minuten eine kolloidale Ausscheidung von Zinnsalz ein, die eine 
rasche Filtration erschwert oder ganz unméglich macht. In diesem 
Falle wird das acetylierte Himin samt Zinnsalzschlamm durch 
Zentrifugieren niedergeschlagen, filtriert und der Riickstand bei 
100° getrocknet, pulverisiert und, wie unten beschrieben, autf- 
gearbeitet. Beim Uberfiihren des Porphyrins in Ather verbleibt 
die Zinnsalzverunreinigung in der salzsauren Schicht baw. flockt 
beim Neutralpunkt aus und kann so restlos entfernt werden. 

Das Himochromogenspektrum des Rohmaterials laBt neben 
dem verwaschenen ersten Streifen des Acetylprodukts noch den- 
jenigen des Ausgangsmaterials (bei etwa 546 mu) andeutungs- 
weise erkennen. Eine quantitative Acetylierung ist be: Vermeidung 
weitgehender Zerst6rung von Substanz (Griinfairbung der Losung 
und Ausbleichen des Spektrums) nicht médglich. Zur Enteisenung 
wird das fein gepulverte Acetylhimin mit 30 g Bromwasserstoftf- 
Kisessig iibergossen und in zugeschmolzener Ampulle 12 Stunden 
auf 40° erwiirmt, der Ampulleninhalt in verdiinnter Salzsaure 
aufgenommen und das Porphyringemisch in 6—7 Liter Ather 
getrieben. Das Atherspektrum weist deutlich 2 Rotstreifen aut, 
herrithrend von Acetylporphyrin (bet etwa 640 mz) und von 
unverindertem Ausgangsmaterial (bei 623 my). Dieses wird zum 
erOBeren ‘Teile durch etwa 4maliges Ausschiitteln mit 2°, 


glger 





~ 


Synthese des Deutero-iitioporphyrins. des Deutero-rhodins usw. 65 


HCl entfernt, wobei allerdings auch ein Teil des Acetylporphyrins 
mit in den [:xtrakt gelanet. 5°/,ige Salzsiiure nimmt im ersten 
Auszuge die letzten Reste des Ausgangsmaterials neben viel 
\cetylporphyrin auf. Weitere Auszige mit 5° giger HCl enthalten 
reines Acetvlporphyrin. Diejenigen salzsauren Extrakte, welche 
ein Gemisch beider Porphyrine enthalten, werden mit !), Volumen 
\ther durchgeschiittelt, wober dieser die Hauptmenge des Acetvl- 
porphyrins aufnimmt. Der Rest desselben laBt sich nach Ver- 


linmnen der salzsauren Losung auf etwa 1.5°), ebenfalls in Ather 


{i 
treiben. Das Acetylporphyrin wird emer nochmaligen Reinigung 
aber Salzsiiture-Ather unterzogen und der nach Verdampfen des 
\thers erhaltene krystallisierte Rickstand mit Methylalkoho! 
Chlorwasserstoff kalt) verestert. Der Acetylporphyrin-dimethyl- 
ester wird zur vollsténdigen Reinigung mehrmals aus Chloroform 
Methylalkohol umkrystallisiert. Schief abgeschnittene Prismen 
von violettem Oberflachenglanz. Schmelzp. 261° (korr.). Zar Ana- 
lvse aus Chloroform-Methylalkohol wukrystallisiert und im Va- 
kuum bei 80° konstant getrocknet. 


5,105 mg Substanz gaben 13,270 mg CO,, 3,025 mg H,O. 
2.986 meg 2 ™ 0,254 cem N (199, 719 mm). 
C.,HyO;Ny (608,3) Ber. C 71,02°/, H 6,62°, N 9,21°/, 
CGef.  ,, TOS9 » 6,63 » 9,40 


Spektrum a) in Chloroform: 
[. sehr verwaschen 641,2—633,4; IL. 594.8... 588,7—569,8... 567,53; 


637,4 579,2 








HII. 561,7—539,1 ...535,7; IV. 523,1—501,8...493.0: E.-Abs. 444. 








550,4 512,4 
Intensitat: III, IV, I, I. 
b) in Eisessig—Ather: 


I. 641,5—633,9: IT. 596.9... 592,5—569,0; It. 560,6—831,7; 





eee ae ee 








637,7 580,7 546, 1 
IV. 522,5—489,0; E.-Abs. 443,5. 
905,7 


Reihenfolye der Intensitat: IIT, IV, II, I. 


Eisenkomplexsalz. 
Dasselbe wird wie ublich mit einer Auflésune von Ferrum 
reductum in Hisessig unter Zusatz von Koechsalz und etwas Salz- 
adure Gewonnen. Derbe. verwachsene Prismen vom Seclimelz- 
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punkt 260° (korr.). Zur Analyse aus Chloroform—Eisessig um- 
krystallisiert und bet 85° nn Vakuum konstant getrocknet. 


1,707 my Substanz gaben 10,580 mg CO,, 2,260 mg H,O, 0,552 mg Fe,0,. 


3,392 my a ‘y 0,231 com N (18°, 722 mm). 

6,060 my - ¥ 1.26 mg AgCl. 

C.,H,,0,N,FeCl (697,5) 
Ber. C 61,93°/,  H 5,499/,  N 8,03°/, Fe 8,00°/, Cl 5,08, 
Gef. ,, 61,30 ~~ eT ane »» 8,20 » O14 


Spektrum in Pyridin -+- Hydrazinhydrat : 
I. 577,0—564,3; IT. 533,2— etwa 523,0; E.-Abs. 449. 








570.6 ca. 528,1 


Reihenfolge der Intensitat: I, LI. 


Kupferkomplexsalz. 
Die Darstellung erfolgt in Pyridinldsung mit Kupferacetat 
> © a .> 

in Kisessig. Nach mehrstiindigem Stehen krystallisieren parallelo- 
yrammnformige Platten vom Sehmelzp. 227° (korr.). Zur Analyse 
aus Kisessig-Ather umkrystallisiert und ber 80° im Vakuum kon- 
stant getrocknet. 

4,818 mg Substanz gaben 11,335 mg CO,, 2,440 mg H,O, 0,558 mg CuO. 

3,228 mg a ms 0,241 com N (20°, 723 mm). 


C,H ,,0;N,Cu (669,8) 


jer. C 64,50°/) m 6,72%), N 8,36°/, Cu 9,48°), 
CGef. ,, 64,16 5 9,66 ~ Sie »» O20 


Spektrum in Chloroform: 








I. 597,7...594,5—574,0...569,7; II. 547,7—516,8; E.-Abs. 431,5. 
584,2 532,2 


Intensitat: I, II. 


4,3',5 -Trimethyl-3-athyl-5-brommethyl-4 -brom-pyrromethen- 
bromhydrat. 


le 4,5,3',5'- Tetramethyl-3 -athyl-pyrromethenbromhydrat 
wird im 15 cem Eisessig heiB gelést und bei Siedetemperatur 
2!) Mol Brom (1,3 ¢) zugegeben. Der Bromkorper beginnt sofort 
in roten Prismen auszukrystallisieren. Nach 2 Stunden wird ab- 
gesaugt und mit wenig Eisessig gewaschen. Ausbeute: 1,6 ¢. 
Schmelzpunkt unter Zersetzung 315° Vorher Dunkelfarbung. 
Aur Analyse aus lasessig umkrystalhsiert und im Vakuum bei 90° 


konstant ref rocknet. 
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5,083 mg Substanz gaben 7,140 mg CO,, 1,490 mg H,0. 


5,102 my “2 o 0,270 com N (19°, 721 mm). 

6,523 mg “i » 786mg AgBr., 

C,,;H,)NoBrz (466,9) 

Ber. C 38,50°/, H 4,099 , N 6,009, Br 51,36°/, 
Cref, 5» 33,00 » Sad > 6,87 » 51,28 


Synthese des 1,3,5,8-Tetramethyl-2-athyl-6, 7-dipropionsaure- 
porphins (B). 


1.5 ¢ bronnertes Methenbromhydrat und 1,8 g 3,3’-Dipropion- 
sjiure-4,4’-dimethyl-5,5’-dibrom-pvrromethen-bromhvdrat werden 
mit 6,6 ¢ Bernstemsaéure und 3,3 ¢ Brenzweinsiiure innig ver- 
rieben. Das Gemisch wird in Portionen zu 2 ¢ im Olbad 50 Minuten 
auf 180° erhitzt und wiahrend dieser Zeit mehrimals gut durch- 
veyuhrt. Die noch nicht volhig erkaltete Schmelze wird mit heiBem 
isessig, dann mit konz. Salzsiure so lange ausvezogen, bis kein 
Porphyrin mehr in Losung geht. Man reimgt durch mehrmaliges 


\usflocken aus salzsaurer Losung von der Methenverunreinigune 
und fraktiomert. Das Porphyrin aft sich wie sein Isomeres mit 
1° iver Salzsiiure der fitherischen Lésung entziehen. Der Ather 
enthalt meist noch Spuren gebromten Porphvrins, die mit 8 ° piger 
HC] entfernt werden. 

Aus der 1°/jigen Salzsiure wird das Porphyrin wieder in 
\ther gebracht und nach dem Troecknen und Finengen in haar- 
feinen, gebogenen Nadeln erhalten. Ausbeute: 212 mg, ent- 
sprechend 12,3°/, der Theorie. Zur Analyse aus Pyridin-Methyl- 
alkohol umkrystallisiert und ber 95° im Vakuum konstant ve- 


trocknet. 
4,160 mg Substanz gaben 10,910 mg CO,, 2,320 mg H,O. 


5,060 me om 0,478 com N (21°, 717 mm). 
C,.H,,0,N, (538,3) Ber. C 71,34°/, H 6.36%, N 10,419, 
Gef. ,, 71,52 », 6,24 . 10.35 
Eisenkomplexsalz. 


Dasselbe wird ebenso dargestellt und wmkrystallisiert wie das 
luisensalz des isomeren Porphyrins. Awelseltig abverundete Bliatt- 
chen. Im Vakuum ber 80° konstant cetrocknet. 


3,820 mg Substanz gaben 8,61 mg CO,, 2,08 mg H,O, 0,502 mg Fe,Q,. 


3,461 mg - ,, 0,284 com N (21°, 718 mm). 
3,165 mg ‘i » 9,765 mg AgCl. 
C..H,.0,N,FeC! (627,5) 
Ber. C 61,20°/, H 5,14°/, N 8,95°/,, Fe 8,909 | Cl 5,65! 


(ref... O1L46 ., 8.09 » SOO » 9,49 » hee 
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Kupferkomplexsalz. 
Die Darstellung ist dieselbe wie beim Kupfersalz des isomeren 


Zur Analyse aus Pyridin-ltisessig umkrystallisiert , 


Porphyrins. 
vo” 


werden bischelf6rmige Nadeln erhalten. Im Vakuum_ bei 
konstant getrocknet. 
gaben 11,530 mg CO,, 2,480 mg H,O, 0,657 me Cu, 


1942 me Substanz 
0,288 ccm N (22°, 717 mm). 


3,210 mg as 7" 

C,oH,,0,N,Cu (599,9) 

ser.  ( 64,019/, H 5,38°), N 9,34°/, Cu 10,60°/, 

Gef. .. 63.62 5. ett) 4.79 » 10,62 
Dimethylester. 


In ublicher Weise aus dem freien Porphyrin dargestellt. Aus 
Chloroform-Methylalkohol krystallisieren lange, diinne Prismen 
vom Sehmelzp. 214° (korr.). Zur Analyse aus Pyridin—Methy!- 
alkohol umkrystallisiert und im Vakuum bei 95° konstant ge- 
trocknet. 


3,290 mg Substanz gaben 8,075 mg CO,, 1,980 mg H,O. 


3,805 mg - » 0,343 ccm N (18°, 716 mm). 
(,,H,,0,N, (566,3) Ber. © 72,05), H 6,76, N 9,899), 


Gef. ,, 72,15 » Bis »» 9,96 


Dieser Ester ergab mit demjenigen des isomeren Porphyrins 
(Sechmelzp. 213°) beim = Mischsehmelzpunkt eine — betriichtliche 
Depression auf 174° Mischsechmelzpunkt mit Mesoporphyrin- 


dimethylester 192° unschartf. 


Mischkrystallisationsversuche. 
a) Aus den beiden isomeren Dimethylestern A und B. 


15 me ster A und 15 mg Ester B werden aus Chloroform 
Methyvlalkohol zusammenkrystallisiert. [cs resultieren Prismen von 
blauviolettem Oberflichenglanz, die bei 172° nach vorheriger 
Sinterung ab etwa 160° schmelzen. Nach 38maligem Umkrystalli- 
sleren aus Chloroform Methylalkohol erhilt man bisehelf6rmie 
Nadeln neben dichten Biischeln 
Erstere sintern ab etwa 160" 
ber 174° unscharf. 


anveordnete, schwertformige 
schriig abgeschnittener Stiaibchen. 


stark zusammen und sechmelzen schlieblich 
lei 


Letztere zeigen einen Sehimelzpunkt von 184° nach vorangehend 
deuthecher Sinterung ab etwa 170°. In diesem Gemisch von hoéherem 
Schmelzpunkt wiegt wahrscheinlich eme Isxomponente vor. 
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bh) Aus Ester A und B, Meso- und Deuteroporphyrin- 
dimethylester. 

Je 10 mg der vier Ester werden aus Chloroform Methyl- 
alkohol zusammenkrystallisiert. Sechmelzp. des Gemisches bei 165 
bis 170° unscharf. Nach zweimaligem Umkrystallisieren aus 
Chloroform-Methylalkohol resultieren dichte Buschel spitzer Pris- 
men vom Schmelzp. 173°, unseharf, nach vorheriger Sinterung. 


c) Aus Ester A mit Mesoporphyrin-dimethylester. 


[Ome Kster A und 10 mg Mesoporphyrinester werden aus 
Chloroform-Methylalkohol zusammenkrystallisiert. Schmelzp. des 
Gemisches bei 195°, Sinterung ab etwa 175°. Nach zweinaligem 
Umkrystallisieren resultieren langgestrechte, schriig abgeschnittene 
Prismen, die bei 182° nach vorangehender starker Sinterung ab 


etwa 175° sehmelzen. 


d) Aus Ester A mit Meso- und Deuteroporphyrin- 
dimethvlester. 


Je 10mg der drei Ester werden aus Chloroform Methy!l- 
alkohol zusammenkrystallisiert. Lange, messerklingenformige (e- 
bilde, die be1 175° schmelzen. Nach Umkrystallisieren aus Chloro- 
form-Methylalkohol legt der Schmelzp. bei 182° nach vorheriger 


Sinterung. 


e) Aus Ester B mit Mesoporphyrin-dimethylester. 


Je 10 mg der beiden Ester werden aus Chloroform-Methyl- 
alkohol zusammenkrystallisiert. Schmelzp. des Gemisches 192°, 
Nach zweimaligem Umkrystallisieren resultieren schrag  ab- 
veschnittene Prismen vom Schmelzp. 192° nach vorheriger Sinte- 
rung ab etwa 185°, 


Dimethylester-Eisenkomplexsalz. 


Ks wird aus der Chloroformlésung des Esters durch Ferro- 
acetat in Eisessig unter Zusatz von Kochsalz und einem Tropfen 
konz. HCl in sechrag abgeschnittenen Prismen erhalten. Schmelzp. 
220° (korr.). Zur Analyse aus Chloroform-—Eisessig umkrystalli- 
slert und im Vakuum bei 80° konstant getrocknet. 
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70) 
4,247 mg Substanz gaben 9,680 mg CO,, 2,200 mg H,O, 0,527 my Fe,O,. 
3,620 my » » 0,282 cem N (19°, 717 mm). 
7,825 my ” » 1,655 mg AgCl. 
C,H5,0,N,heCl (655,5) 
Ber. C 62,249),  H 5,529, oN 856%, Fe 851%, CL 5,400, 
Cef. ,, 62,15 », 5,80 »» 3,09 5, 3,08 » ee 


Dimethylester- Kupferkomplexsalz. 

Dasselbe wird nach der beim Ester-IKupfersalz des isomeren 
Porphy rins beschriebenen Methode dargestellt. Prismen voi 
Schmelzp. 230° (korr.), vorher Sinterung. Zur Analyse aus Chliloro- 
form-isessig wmikrystallisiert und im Vakuum ber 90° konstant 
setrocknet. 


4,903 mg Substanz gaben 11,640 mg CO,, 2,580 my H,0O. 


3,275 mg ss * 0,270 com N (17°, 716 mm). 

4,570 my ™ ‘i 0,580 mg CuO. 

C',H,,0,N,Cu (627,9) 

Ber. C 65,00°/, H 5,76°/, N 8,92°/, Cu 10,12°/, 
Cief. ,, 64,74 » 90,89 ,, 9,14 » 10,14 


1,3,5,8-Tetramethyl-2-athyl-4-brom-6, 7-dipropionsaureporphin. 

Mine Aufschlimmung von 100 mg Porphyrim in 15 cem | 
essig wird in der Kalte mit 5 cem emer Losung von Brom in [is- 
essig (20 ¢ Brom in 100 cem Eisessig) versetzt, wober Losung ei- 
tritt. Alsbald scheidet sich em = geringer Teil des Bromkorper 
als schimerige, an der Glaswand zith haftende Masse ab. Nach 


mehrstiindigen: Stehen krystallisiert jedoch das Perbromid i 
schrag abgeschnittenen Prismen. Man saugt ab, wascht mit wen 
Misessig und Ather. Zur Analyse im Vakuum bei gewohnliche: 
Temperatur iiber Atzkali konstant getrocknet. 


4,780 mg Substanz gaben 6,170 mg CO,, 1,580 mg H,0. 


3,440 my - » 0,147 ccm N (21°, 721 mm). 

8,340) mp 99> Le) SSIS mg Ag sr. 

Cy.H,,0,N, Br, (1096,7) 

Ber. C 35,00°/) H 3,04°), N 5,11), Br 51,02°/, 
(ief. sa ON << aro . ae , 44,97 


Das Perbromid wird in wenig Aceton gelost und die Losun 
nach emer Stunde mit Wasser versetzt, wobel das partiell ent- 
bromte Porphyrin’ sofort: ausfallt. Aus der essigsauren Mutter- 
Jauge des Perbromids laBt sich durch Acetonzusatz und Fallen 
nut Wasser noch eme germge Menge Lromporphyrin gewinneu. 
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Das amorphe Produkt wird nach griindlichem Auswaschen mit 
Wasser in etwa 15°/,iger HCI gelést und mit NaOH in Ather ge- 
trieben und fraktiomert. HCl-Zahl 4,8. Das Bromporphyrin kry- 
stallisiert aus Ather, in dem es sehr schwer léslich ist, beim Ein- 
engen in haarfeinen, langen Nadeln aus. Zur Analyse im Vakuum 
bei 90° konstant getrocknet. 


4,868 mg Substanz gaben 11,110 mg CO,, 2,460 mg H,O. 


4,684 mg - 9 0,372 com N (21°, 723 mm). 

5,305 mg ‘i ‘a 1,620 my AgbBr. 

C9H3,0,NqBr (617,3) 

Ber. C 62,21°/, H 5,39°/, N 9,07°/, Br 12,96°/, 

Gef. ,, 62,24 »» 5,65 ao eae »» 12,90 
Kupferkomplexsalz. 


Die Losung des Porphyrins in heiBem Pyridin wird mit etwas 
\upferacetat in [isessig versetzt und kurz aufgekoeht. Bei 
Erkalten krystallisieren lange, gebogene Nadeln. Zur Analyse aus 
Pyridin-Hisessig umkrystallisiert und bei 90° im Vakuum konstant 
vetrocknet. 

5,110 mg Substanz gaben 10,560 mg CO,, 2,160 mg H,O. 

0,329 ccom N (23°, 723 mm). 


4,525 mg 
1675 mg AgBr. 


6,100 mg - ” 
C,oH,,0,N,BrCu (678,8) 


Ber. C 56,579, H 4,60°/, N 8,25°/, Br 11,78°/, Cu 9,37°/, 
(ef. ,, 56,36 ~» S48 ys: iene 5, 11,69 » 7 
Dimethylester. 


Derselbe wird durch Veresterung des freien gebromten Por- 
Buschelformig angegeordnete Nadeln vom 


plivrins dargestellt. 
Zur Analyse aus Chloroform-Methyl- 


Schinelzp. 259° (korr.). 
alkohol umkrystallisiert und bei 90° im Vakuum konstant ye- 
trocknet. 


4,944 mg Substanz gaben 11,450 mg CO,, 2,610 mg H,O. 


4,720 mg ‘s is 0,366 com N (22°, 719 mm). 

7,265 mg ™ 2,145 mg AgBr. 

C5,H,,0,N,Br (645,2 ) 

Ber. C 63,24, H 5,78°/, N 8,68°/, Br 12,38°/, 
Gef. ,, 63,16 , 591 . 8.49 , 12.56 


Der Mischschmelzpunkt mit dem isomeren Monobromester 


(Schmelzp. 270°) lag bel 230° (korr.), vorher deuthehe Sinterung. 
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Kupferkomplexsalz des Dimethylesters. 


Die Darstellung erfolgt in) Chloroformlésung unter Zusatz 
von IKupferacetat in Kisessig. Es ist schwer loslich und krystalli- 
siert bereits in der Hitze in dunkelroten Nadeln aus. Schmelzp. 276°. 
Zur Analyse aus Chiloroform-Eisessig umkrystallisiert und im 
Vakuum ber 90° konstant getrocknet. 


1,799 mg Substanz vaben 10,101 mg CO,, 2,167 mg H,O, 0,546 mg CuO. 


1S7TO my + i 0.345 com N (22°, 724 mm). 
3,694 my - ss 10o0 me Agbr. 


C'.,H,,0,N,BrCu (706,6) 
Ber. © 57,74°,, H 4,98, N 7,93°, Br 11,31°/, Cu 899°), 


Gef. ., 57,40 » 8,06 . aoe » Bao »» 9,08 


4,5,3',5 -Tetramethyl-4 -carbathoxy-pyrromethen-brombydrat. 


~ 


Pe 2.3-Dimethylpvrrol und 2,05 ¢ 2,t-Dimethyl-3-carbathoxs - 
5-formyipyvrrol werden in 20 com Alkohol unter Erwirmen ce- 
lost und 3 com 48° pige DBromwasserstoffsiure zugegeben. Au 

beute: 3.3 ¢ entsprechend 89.7%, der Theorie. Aus Hisessig um 
krvstallisiert, werden prismatische Nadeln vom Schmelzp. 216" 
korr.) unter Zersetzung erhalten. Zur Analyse im Vakuum be 
SO’ konstant getrocknet. 


1,085 mg Substanz gaben 8,165 mg CO,, 2,185 mg H,0. 


? 950 my " » 0,216 ccm N (18°, 722 mm). 

6,872 mp . » 9359 mg AgBr. 

C,H, O.N,Br (353,0) 

Ber. C 54,399/, H 5,98°/, N 7,93°/, Br 22,63°/, 
(ref, 5, 04,45 » 0,98 », 3,16 »» sa ae 


4,5,3 .5 -Tetramethyl-3-brom-4 -carbathoxy-pyrromethenbromhydrat. 


1 « Methenbromhydrat wird in 25 cem Fasessig heii gelost | 
und 3! , Mol Brom zugegeben. Man kocht kurz auf, bis die Haupt- | 
menge des Bromwasserstoffs und uberschiissigen Broms  ent- 
wichen ist. Berm Abkihlen krvstallisiert der Bromkorper in roten 
Nadeln aus. Ausbeute: 1.2 ¢. Benn Erhitzen in Rohrehen 1 
gwar allmahliche Dunkelfaérbung und Sinterung, jedoch bis 300° 
kei Schmelzpunkt zu beobachten. Zur Analyse aus EHisessig win- 


krvstallisiert und ber 90° im Vakuuwmn konstant getrocknet. 


$532 me Substanz vaben 7.385 mg CO,, 1.920 me H,O. 


m ys 


3.677 mg - » 0,213 cem N (17°, 716 mm). 


6,018 mg - » 19mg AgBr. 
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CigH»O2N.Br, (432,0) 
Ber. C 44,45°/, H 4,65°/, N 6,48°/, Br 37,01°/, 
(ref. = ,, 44,44 » 4,4 » 6,39 », 36,70 


Synthese des 1,3,5,8-Tetramethyl-4-carbmethoxy-6, 7-dipropionsaure- 
porphin-dimethylesters. 


3 ¢ Monobrom-methenbromhydrat und 3,54 g 3,3’-Dipropion- 
siiure-4,4’-dimethyl-5,5’- dibrom-pyrromethenbromhydrat) werden 
mit 21 ¢ Bernsteinsiure innig verrieben und das Gemisceh im An- 
(ellen zu 1—1.5 ¢ in Reagenzgliisern im Olbad 45 Minuten aut 
190 erhitzt. Die Schmelze wird in wblicher Weise aufgearbeitet. 
Die iitherische Losung weist zwei Rotstreifen auf, namlich bei 
etwa 633 mua und ber 628 mu; sie enthalt cm Gemisch aus 'Tri- 
carbonsiureporphin und Deuteroporphyrin. Die Ausziige mit 1-, 
2- und 4° piger HCl stellen Gemusche beider Porphyrine dar. [crst 
5° sige HCL nimmt nahezu reines Tricarbonsiureporphin auf, 
/ur ‘Trennung des Porphyringemisches wird der 1° gige salzsaure 
\uszug mit dem halben Volumen Ather durcheeschiittelt, der den 
erOoBten Teil des dreibasischen Porphyrins aufnimmt. Der Rest 
desselben wird durch Verdiinnen auf etwa 0,759 HCL bein 
Wurchsehiitteln in Ather getrieben. Die Fraktionen 2 und 4°, 
HC] werden in Ather getrieben; 1°/,ige HCl nimmt wieder ein 
Gemisch beider Porphyrine auf, wihrend remes Tricarbonsiiure- 
porphin in Ather zuriickbleibt. Dieser 1° jige salzsaure [xtrakt 
wird wie oben aufgearbeitet. Das vom Nebenprodukt befreite 
dreibasische Porphyrin wird einer nochmaligen Reimigung uber 
Salzsiure-Ather unterworfen. Die ditherische Lésung weist schéne, 
kirschrote Farbe auf. Nach dem Abdestillieren des Athers wird 
der Riickstand mit Methylalkohol-Chlorwasserstoff kalt | ver- 
estert. Lange Nadeln aus Chloroform-Methylalkohol. Schmelzp. 
205°. Ausbeute: 33 mg entsprechend 0,8°/) der Theorie. Zur Ana- 
Ivse zunichst aus Chloroform-Methylalkohol, dann aus Pyridin 
Methvlalkohol wnkrystallisiert und im Vakuum bei 95° konstant 
vetrocknet. 


4,315 mg Substanz gaben 10,725 mg CO,, 2,295 mg H.O. 
3,460 mg ” a 0,292 com N (19°, 711 mm). 
34H ,06N, (596,2) Ber. C 68,43°, H 6,07°/, N 9,39°/, 
Cef. 9” 67,79 ) DUD ad 9,23 


Die quantitative Halogenbestimmung ergab den Wert Null. 
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Spektrum in Pyridin-Ather: 
1. 686,7—631,9; schwacher Schatten bei 602,4; II. 592,3—580,0, maximale 








634.3 586, 1 
Aufhellung 578,6, 577,1—572,2; IIT. 549,1—532,4; 1V. 517,5—491,4 .. . 487.8: 


574,8 540,7 5044 














’.-Abs. 442,6. 

Reihenfolge der Intensitat: III, 1V, II, 1. 

Das in der 0,75°/opigen HCl angereicherte Deuteroporphyrin 
wird in Ather iibergefiihrt, der Ather abdestilliert und der Riiek- 
stand mit methvlalkoholischer Salzsiure verestert. IKurze Prismen 
aus Chloroform Methylalkohol. Schmelzp. 212°: vorher Sinterung. 
Der Mischschinelzpunkt mit Deuteroporphyrindimethylester ergab 
keine) Depression. Zur Analyse aus Chloroform-Methylalkoho! 
winkrystallisiert und im Vakuum bei 80° konstant getrocknet. 


5,135 mg Substanz gaben 13,365 mg CO,, 3,000 mg H,O. 


3.510 mg ‘9 » 0,316 com N (18°, 721 mm). 
C,,H,,0,N, (538,3) Ber. C 71,34°/, H_ 6,36°/, N 10,41°/, 
Cef. ,, 70,96 ,»» 6,53 ,», 10,02 
Bromierung. 


fing des Ksters werden in wenig Hisessig gelost und mit 
einigen Tropfen einer 20° 9igen Bromeisessiglésung versetzt. Nach 
Zerlegung des Perbromids wird der gebromte Ester aus Chloro- 
form-Methylalkohol in rautenf6rmigen Blattchen vom Schmelzp. 
274" erhalten. Der Mischselhimelzpunkt mit Dibromdeutero- 
porphyrin-dimethyvlester ergab keine Depression. Zur Analyse aus 
Chloroform-Methylalkohol wnkrystallisiert und im Vakuum_ bei 
80° konstant getrocknet. 

2,644 mg Substanz gaben 1,372 mg AgBr. 

C,5H,.0,N,Br, (696,1) Ber. Br 22,969), Gef. — Br 22,18°/, 


Bestimmung der Salzsaurezahl. 

Seem emer moghehst gesaéttigten atherischen Porphyrin- 
losung werden in einem kleinen Tropftrichter (von etwa 20 bis 
25 eem) mit dem gleichen Volumen (5 cem) Salzsiiure bekannter 
Kkonzentration durchgeschittelt: (Lésung I). Das noch im Ather 
verbhebene Porphyrin wird mit dem halben Volumen (2,5 cem) 
tirkerer Salzsiure ausgezogen (Losung IT). Ist die Loslichkeit 


des Porphyrins in Ather sehr gering, so wendet man sinngemal 
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ein gréBeres Volumen an (etwa 25—50cem). Die Salzsiure- 
konzentration der Lésung I] ist so zu wéhlen, da sie bei einmaligem 
Aussehiitteln die restliche Porphyrinmenge aus dem Ather eben 
yi entfernen vermag. Grofere  Konzentrationsunterschiede 
zwischen Lésung I und II sind zu vermeiden, weil sonst betriicht- 
liche Unterschiede in der Farbintensitit auftreten, ferner weil 
konzentriertere Séure mehr Ather aufnimmt. Entspricht die Salz- 
siurekonzentration von Loésung I der Salzsaiurezahl, so enthalt 
dieser salzsaure Extrakt ?/, der gesamten Porphyrinmenge, das 
halbe Volumen also ebensoviel wie Loésung II ('/,). Die Halfte 
von Losung I wird in emer kleinen Burette abgemessen. Bern 
Vergleich ihrer Farbintensitét mit der von Losung IT betrachtet 
man die Fliissigkeit in Reagenzglasern gleichen MKalibers mit senk- 
rechter Blickrichtung von oben her gegen eme weibe Unterlage. 


Die nun folgenden Versuche hat Herr Otto Ginther durch- 
cefihrt. 


Porphyrinsynthesen aus 2-Brommethyl-4-methyl-J, 5-dicarbathoxypyrrol 
mit Bromwasserstoff-Eisessig unter Druckanwendung im Autoklaven. 


Nach Ausfiihrung von Vorversuchen unter Verwendung von 
03 ¢ 4-Methyl-2-brommethyl-3,5-dicarbithoxvpyrrol auf 20 com 


= 
Q 


Bromwasserstoff-Eisessig (Kahlbaum) (frhitzen im Druckrolir 
2 Stunden auf 140° und 3 Stunden auf 160—170°) wurde die 
Porphyrinsynthese unter Anwendung gréBerer Mengen obigen 
Pyvrrols nn Autoklaven mit dicht schlieBendem Silberemsatz durch- 
vefiihrt. Dieser Silbereinsatz war nicht herausnehmbar und in 
die Hoéhlung des Autoklaven fest emgeschmuiedet; desgleichen war 
der Silberdeckel fest mit dem Autsatz des Autoklaven verbunden. 
Mit dem Apparat wurden 20 Ansiitze gemacht. Nach diesen Ver- 
suchen war der Kinsatz verbeult, die Wandungen stark verdiimnt 
und fir weitere Versuche unbrauchbar, was ein ferneres Arbeiten 
in dieser Richtung hin ausschlof. 

10 g¢ 4-Methyl-2-brommethv1-3,5-dicarbithoxypyrrol — (bro- 
nuert) und 500 ¢ Bromwasserstoff-Kisessig (Xahlbaum) wurden 
Im Autoklaven auf obige Temperaturen erhitzt. Der bei diesen 
Versuchen abgelesene héchste Druck betrug ungefihr 40 Atm 
ber einem Rauminhalt von 600 ccm, im allzemeinen schwankte er 
zwischen 25—30 Atm. Die erhaltene schillernde, dunkelbraune 
lissigkeit aus zwei Ansiitzen wurde in 3 , Liter konz. Salzsiiure 
gegossen, mit 600 com destilliertem Wasser verdtinnt und vom 
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schwarzen Riickstand abfiltriert. Dieser Riickstand wurde noch- 
mals mit konz. Salzsiiure behandelt und die mit Wasser verdiinnte 
Hlissigkeit filtriert. Falls diese noch Porphyrin enthielt, wurde 
sie nach dem gleichen Verfahren verarbeitet. Aus dem Filtrat, 
das sehr viel Methen enthielt, wurden die Porphyrine durch Zu- 
sabe von Natronlauge und Versetzen mit Natriumacetat in Ather 
vetrieben. Die braunrote, ditherische Losung wurde durch Ofteres 
Waschen zuerst mit natriumacetathaltigem und dann mit destil- 
liertem Wasser von den Methenen moglichst befreit. 

Durch verdinntes Ammoniak (10°/oig) heb sich em = Por- 
phivrin ausschutteln, das mit roter Farbe in Ammoniak iiberging, 
wihrend im Ather ein Porphyrin mit gelbroter Farbe gelést blieb. 
Die rot gefirbte ammoniakalische Lésung wurde zweimal mit 
\ther durehgeschiittelt’ und unter cuter Kiihlung langsam mi! 
verdunnter Salzsiiure (10° 912) neutralisiert, etwas angeséuert und 
dann nut Chloroform ausgeschuttelt. Die Chloroformlésung wurde 
vewaschen, getrocknet und auf geringes Volumen eingeengt. 
Hierauf wurde zur heiben Losung etwa die gleiche Menge heiber 
Methvlalkohol gegeben und stehen gelassen. Das Porphyrm kry- 
stallisierte als blausehwarzes Produkt in sehr kleinen Wiirfeln aus. 
Die Umkrystallisation erfolete aus Chloroform-Methylalkohol. 
Schmelzp. 275—280°. 

is zeigte sich, dab das Spektrum dieses Porphyrms, in Chloro- 
form gemessen, sich nicht bet allen Ansatzen als identisch erwies. 
Die Ansiitze mit ibereinstimmenden Spektren wurden fiir sich be- 
handelt, und nachdem auch deren Analysenresultate nicht stimmten, 
wurden die Porphyrinearbonséiuren in ihre Ester tbergefihrt. 
Spektroskopische Angaben vgl. Dissertation O. Giinther: Uber 
Svnthesen emiger Porphyrine. ‘Technische Hochschule, Miinchen 
19350, 

Die erhaltenen Ester krystallisierten in Nadeln, jedoch nicht 
vanz cinheitlich. Mine zweite Umkrystallisation war nicht mog- 
lich, da zu wenig Material vorhanden war. Die Ester wurden 
mit methylalkoholischer Salzsiure gewonnen. Die Analyse des 
esters (1) ergab folgende Werte: 

1,246 mg Substanz gaben 10,880 mg CO,, 2,330 mg H,0. 

Co,Hog0Nq Ber.  C 69,719/, H 5,39°/, 

C,H, N,(COOCH,). Gef. —,, 69,88 »» 6,15 


[ie Analyse des ster (2) ergab folgende Werte: 
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3,023 mg Substanz gaben 8,114 mg CO,, 1,565 mg H,0. 


3,122 mg ss, », 0,380 cem N (21°, 720 mm). 
CygH.,O.N, ser. C 73,58°/, H 5.66%), N 13,218, 
C,,H,,N,COOCH, CGef: ss 73,20 oe 5,99 a 13.39 

Die atherische Lésung des 3. Porphyrins wurde durch Waschen 

mit destillertem Wasser vom Ammoniak befreit, mit) 2° jive 


HCl ausgeschiittelt und mehrmals durch Ubertreiben in Ather und 
Wiederaufnahme in Salzsiiure gereinigt. Beim Kindampfen der 
‘itherischen Loésung verblieb das Porphyrin als Rickstand, der 
sich in Chloroform glatt léste. Man dampfte die Chloroform- 
losung auf ein kleines Volumen ein, gab die gleiche Menge heiben 
Methylalkohols zu und heb stehen. [és bildeten sich nach ein- 
tigigem Stehen die mikroskopischen, rhombenf6rmigen Krystalle 
des Porphyrins aus. 


5,200 mg Substanz gaben 14,695 mg CO,, 2,870 mg H,O. 
2,767 mg - % 0,366 cem N (20°, 724 mm). 
C,H. oN, Ber. C 78,68°/, H 6,01°/, N 15,30°/, 


Gef. ,, 77,59 »» 6,20 .. 14,68 


Summe der gefundenen Werte: 98,47°/5. Walhrscheinlich ent- 
hielt die Substanz geringe Spuren von Halogen. Das Porphyrin 
erwies sich in seinen Spektren identisch mit dem auf andere Weise 
vewonnenen freien ‘Tetramethylporphin. 

Bei den Versuchen des Herrn Grosselfinger war auch auf 
die freie Siiure hingearbeitet worden, die ein chloroformldsliches 
Chlorhydrat gibt, das jedoch auBerordentlich leicht dissoztiert. 
Das Porphyrin ergab bei der Analyse 65,819, C und 6,35°/, H, 
was ungefahr auf eie Tricarbonsiure stimmen wirde. Damit 
stummten auch die Analysen des Esters, der 67,52°/) C und 6,23°/, H 
aufweist. Als Nebenprodukt wurde noch ein Porphyrin erhalten 
nut C = 74,969/, und H = 6,47°/9, Zahlen, die ungefiihr auf eme 


Vonocarbonsiure stimmen. 


Darstellung von freiem Tetramethylporphin. 


15 ¢@ 4,3’,5’-Trimethy]-3,47,5-tribrom-pyrromethenbromhydrat 
wurden mit 500 ¢ Bromwasserstoff-Misessig (Kahlbaum) im 
\utoklaven mit Silbereinsatz zuerst 2 Stunden auf 120—130°, 
denn 1 Stunde auf 140° und endlich 1 Stunde auf 160—180° ve- 
halten. Der héchste Druck, welcher bei der Temperatur 180° ab- 
velesen wurde, betrug etwa 50 Atm. Die ber dieser Reaktion er- 
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haltene braune, schillernde Flissigkeit wurde mit etwa 1), Liter 
konz. Salzsdure versetzt, worauf die gelbbraune Farbung in tiefes 
tot umschlug. [és wurde Inerauf mit destilliertem Wasser ver- 
dimnt, wober sich ein sechwarzer Riickstand abschied. Nach dem 
Abfiltrieren (gesamte Flussigkeitsmenge ungefahr 2 Liter) wurde 
das in der Flussigkeit gel6ste Porphyrin, welches nur wenig mit 
Methen verunreimigt war, durch allmahliches Zugeben von 10°/sigem 
Ammoniak in Ather getrieben. Die Atherlésung wurde einigemale 
mut destilliertem Wasser durcheewaschen und hierauf das Por- 
phyrin in 2° 9ige Salzséure aufgenommen. Die salzsaure Porphyrin- 
losuny war bereits vom Methen vollstaéndig befreit. Aus dieser 
salzsauren Losung wurde das Porphyrin in’ Chloroform auf- 
genommen. Der groBte Teil des Porphyrins geht schon beim Durch- 
schutteln is Chloroform, der restliche Teil wurde durch Zugabe 
von 10° pigem Ammoniak ubergetrieben. Die Chloroformlésune 
wurde auf ein geringes Volumen eingeengt und dann die doppelte 
Menge heiben Methvlalkohols zugegeben. Nach eimigem Stehen 
schied sich das Porphyrin in’ braunroten, rautenformigen Kry- 
stallen ab. Zur Analyse wurde aus Chloroform-Methylalkoho!| 
zweimal umkrystallisiert. Das erhaltene Porphyrin ist’ leicht l6s- 
lich in Chloroform und Pyridin, ziemlich léslich in Ather, schwer 
losich in Methylalkohol. 


5,270 mg Substanz gaben 15,100 mg CO,, 2,735 mg H,O. 


2,516 mg i ‘ 0,355 cem N (18°, 719 mm). 
C,,H,.N, Ber. C 78,68°/, H 6,01°/, N 15,30°/, 
Gef. ,, 78,15 . SH) », 15,66 


Summe der gefundenen Werte: 99,62°/5. 


Nach dem Analysenbefund handelte es sich mer um_ freies 
Tetramethylporphin. Die geringen Abweichungen der Prozent- 
zahilen sind auf das Vorhandensein von Spuren Halogen zuriick- 
zufiihren. Bei dieser Darstellungsweise ist also das im angewandten 
Methen vorhandene Brom bei der Porphyrinbildung mit Brom- 
wasserstoff-Eisessig unter Druck entfernt worden. Diese Dar- 
stellungsweise des freien ‘Tetramethylporphins konnte — nicht 
weiter durchgefiihrt werden, weil aus dem nicht dicht sehlieBenden 
Silbereinsatz entweichende Bromdaimpfe die wmuschlieBende Hisen- 
wandung des Autoklaven unter Bildung bedeutender Mengen von 
Kisenbromiden stark angegriffen hatten und weiteres Arbeiten 
mit dieser Apparatur ausschlossen. 
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Kupferkomplexsalz des Tetramethylporphins. 

Zu einer heiBen Lésung des 'l'etramethylporphins in Pyridin 
wurde eine Lésung von Kupferacetat in isessig gegeben. Nach 
kurzem Stehenlassen fiel das Porphyrin Kupfersalz in roten 
schillernden Nadeln aus. 


4,985 mg Substanz gaben 12,200 mg CO,, 2,020 mg H,O. 


2,405 mg io" - 0,294 com N (19°, 717 mm). 
C,,H,)N,Cu Ber. C 67,29°/, H 4,67°/, N_ 13,08°), 
Gef. ,, 66,75 »» 4,53 >» :13,57 


Schmelze mit Bernsteinsaure. 


1,3’, 5’-Trimethyl - 8, 4’, 5- tribrom - pyrromethen-bromlydrat 
wurde mit der gleichen bis doppelten Menge Bernstemsiure ge- 
mischt und innig verrieben. Das Gemisch wurde hierauf in Por- 
fionen zu je 2 ¢ in Reagenzgliiser gefillt. Diese wurden dann in 
cinem auf 200—210° erhitzten Olbad 20-25 Minuten belassen. 
Unter lebhafter Abgabe von Bromwasserstoff sinterte das Ge- 
misch zusammen, Das Reaktionsprodukt wurde mit konz. Salz- 
siiure iibergossen, mit Wasser verdiinnt und ausgelaugt. Nach- 
dem vom Ungelésten abfiltriert worden war, verdiinnte man das 
rote, von Methen fast befreite Filtrat mit Wasser und flockte das 
enthaltene Porphyrin durch Zugabe von Natronlauge aus. Nach dem 
\bfiltrieren und Trocknen wurde das Porphyrin mit Chloroform 
extrahiert, die Losung auf ein geringes Volumen eingeengt und die 
doppelte Menge heiBen Methylalkohols zugesetzt. Nach eimigem 
Stehen fiel das Porphyrin in dunkelbraunen Nadelbiischeln aus. 
/ur Analyse wurde mehrmals aus Chloroform-Methylalkohol uim- 
krvstallisiert. 


4,780 mg Substanz gaben 12,905 mg CO,, 2,335 mg H,0. 


2,939 mg ™ 9 0,356 com N (19°, 719 mm). 
3,290 mg a m 0,500 mg Agbr. 
C,,H,.N, Ber. C 78,68°/, H 6,019/, N 15,30°/, 


CysHa,N,Br Ber. C 64,729), H 4,72%/, N 12,589), — Br 17,98°/, 
Gef. ,, 73,63 » 5,46 »» 13,05 » 6,47 


Daraus geht hervor, daB ein Gemisch von ungefihr gleichen 
fevien freiem und einfach = bromiertem  Tetramethylporphin 
} 
Vortay, 
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Pyrrol-v-aldehyd -- Trimethylpyrrol (3',4',5’-Trimethylpyrro- 

methen-bromhydrat). 

Molekulare Mengen von Pyrrol-z-aldehyd und Trimethy!- 
pyrrol wurden auf dem Uhrglase mit wenig Alkohol wbergossen 
und mit dem Glasstab innig verrieben. Zu diesem Gemisch setzte 
man wenlge Tropfen Bromwasserstoffsiiure, wober unter geringen 
rwarmen sofort Methenbildunge emtrat. Die Umkrystallisation 
erfolgte aus Eisessig, wober das Methenbromhydrat m= braunen 
Nadeln ausfiel. 


5,272 mg Substanz gaben 10,3860 mg CO,, 2,405 mg H,O. 


2,969 mz _ 7” 0,263 ceom N (16°, 726 mm). 
5,431 mg ss vs 3,75 me AgBr. 

C,H, ,N.Br 

jer. © 53,90 H. 5,62 N 10,49 Br 29,80°/, 
( ref, 9 53,09 s D, 10 %9 14), M) 99 29,38 


Bromiertes Methen -+- Bromwasserstoff Eisessig unter Druck. 

Je 2 bromiertes Methen wurden imit je 20 cem Bromwasser- 
stoff- Eisessig (Kahlbaum) im Bombenrohr bei 170° 4 Stunden 
lang erhitzt. Den Roéhreninhalt goB man in konz. HCl, verdiinnte 
hierauf mit destilhertem Wasser und filtrierte. Das im Filtrat 
enthaltene Porphyrin wurde aus der salzsauren Lésung mittels 
10° jigem Ammoniak in Ather getrieben. Nach Befreiung der 
iitherischen Porphyrinl6ésung vom Methen lieB sich mit 2° ,iger 
HCl eime germge Menge eines Porphyrms ausschitteln, das, in 
Ather gebracht, folgendes Spektrum zeigte: 





I. 623,2; I]. 564,5—560,0; lid, 63a.0. .. BOS... G26,1; 
562,5 


IV. 501.0... 496,5...490,6... 468,6. E.-Abs. 418,8. 





Maximum 

ine Isolerung war infolge der zu geringen Menge nicht moéc- 
lich, wahrscheinlich freies Tetramethylporphin. Das im Ather 
verbliebene Porphyrin ging sehr leicht in 15°/sige Salzsféure und 
wurde nach der Ather-Salzsiiuremethode gereinigt. Durch Zu- 
vabe von 10° )igem Ammoniak zur salzsauren Lésung trieb man 
das Porphyrin in Chloroform. Aus Chloroform-Methylalkoho! 
fillt das Porphyrin in glinzenden, blauen Nadeln aus, die au- 
Chloroform-Methylalkohol wmkrystallisiert wurden. 


5,725 mg Substanz gaben 13,125 mg CO,, 2,270 mg H,0. 
2.775 mg - a 0,299 cem N (199, 722 mm). 


O.SS7 my ” = 2.839 me Agbr. 
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Cally, Nie 

fer, C 64,729, H 4,72°/, N 12,57°/, Br 17,98°/, 

Gef; . 6253 »» 4,45 11.97 » 17,54 
Kupferkomplexsalz. 


Das Porphyrm wurde in wemg Pyridin gelost und eine ¢e- 
sittigte Losung von Kupferacetat im Kisessig zugegeben. Das 
Kupferkomplexsalz fallt in braunroten Nadeln aus. Umkrystalli- 
sation aus Pyridin Methylalkohol. 

Spektrum in Pyridin: 

I. 588.8—566,5; II. 544,8 ... 540,1—533,0... 507,9. E.-Abs. 438,2. 








577,6 536,5 
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Kine einfache Darstellung des Phenylglyoxals. 


Von 


M. Henze. 


Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Innsbruck.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. April 1931.) 


Das Phenylglyoxal ist als Analogon des Methylglvoxals heute 
eine Ofters bendtigte Substanz bei biochemischen Fragestellungen. 
Zu seiner Darstellung, fiir die die Angaben von Peehmann!) 
und von Pinner?) vorliegen, ging man bisher vom Isonitrosoaceto- 
phenon aus, das mit Natriumbisulfit umgesetzt wird. Die Dar- 
stellung hat aber ihre Tiieken und so gibt z. B. Pinner an, daf 
man nur dann Erfolg habe, wenn man das reine Sulfit des Handel; 
oder doch solches, welches keine freie schweflige Saure enthalte, 
verwendet. Anderenfalls erhalte man ein Imidazolderivat. Wir 
missen gestehen, daB wir selbst bei Anwendung der verschieden- 
sten, auch selbst dargestellter Bisulfitpraparate, sehr schlechte 
Erfahrungen gemacht haben, ohne die Ursache dafiir finden zu 
konnen. Das gab die Veranlassung, uns nach einer anderen Dar- 
stellungsmethode umzusehen. Wahrend wir uns damit be- 
schiftigten, erschien unter dem gleichen Titel eme Arbeit von 
Neuberg.®) Auch Neuberg weist auf die gleichen Schwierig- 
keiten hin, ohne Griinde dafiir angeben zu kénnen. Nach seinem 
Verfahren wird das Nitrosoacetophenon in Dioxan, das_ bisher 
micht im Handel zu haben ist, gelost und mit Nitrosylschwefel- 


siiure zersetzt. Er erhalt dabei eine Ausbeute von etwa 43°/, der 


Theorie. Seitdem haben wir die Versuche Neubergs wiederholt 
und sie vollstindig bestitigen koénnen. 


Das Phenvlelvoxal ist im Gegensatz zum Methylelvyoxal eine 
. 4 . a) « oD ‘ 


welt. bestiindigere Substanz, so daB sie z. B. nicht einmal von 
Fehlingscher Lésung oxydiert wird. Dies veranlaBte uns zu ver- 
suchen, ob man es nicht von seinem Alkohol, dem Benzoylearbinol, 
ausgehend, durch gelinde Oxydation erhalten kénnte; also nacli 
der Gleichung 


C,H,COCH,(OH) + O = H,0 + C,H;CO-CHO. 





=. «© 
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Wir probierten zu diesem Zwecke mannigfache Oxydations- 
mittel, wie Ferricyankalium und verschiedene Salze des Queck- 
silbers, Eisens und Kupfers bei wechselnder Reaktion. Den besten 
Erfolg hatten wir mit dem gewohnhchen Kupferacetat in wab- 
riger neutraler Losung. Das Benzoylearbinol?) ist aéuBerst leicht 
und einfach aus Bromacetophenon zu gewinnen, das selbst im 
Handel kiuflich ist, oder andererseits in ausgezeichneter Aus- 
heute durch Bromieren des Acetophenons in Kisessig entsteht. 

Die Gewinnung des Phenylglyoxals nach unserem Verfahren 
ist dadureh so einfach und miithelos geworden und gibt Ausbeuten 
von iiber 60°/,, so daB wir gewiB sagen dirfen, daB sie auch gegen- 
iiber dem Neubergschen Verfahren den Vorzug verdient. 


Beispiel. 

20 g Benzoylearbinol werden in einer Stépselflasche in 800 cem 
Alkohol gelést und erauf mit 100 cem Wasser verdiinnt. Nach- 
dem man 30 g fein gepulvertes Kupferacetat zugesetzt hat, wird 
einige Zeit auf der Maschine geschittelt, wobei sogleich die Ab- 
scheidung von Kupferoxydul beginnt. Man 1a8t mehrere Tage 
stehen, bewegt aber immer wieder ab und zu einige Zeit auf der 
Schiittelmaschine. Solange die Oxydation noch _ fortschreitet, 
entfarbt sich die blaue Flissigkeit immer wieder beim ruhigen 
stehen. Eventuell setzt man auch noch etwas Kupferacetat zu. 

1 Mol Benzoylearbinol (136) verbraucht theoretisch 1 Mol 
Cu-Acetat + 1 aq. (199,6) und sollte ?/, Mol Kupferoxydul (71,6) 
abscheiden. 

Wir haben verschiedentlich das abgeschiedene Oxydul ge- 
wogen und fanden z. B. ber: 


4 ¢ Carbinol 2,1 g Kupferoxydul soll 1,8 g 
log ,, = 629 2 ~~ ae 
20g i+s,, 13,8 ¢ me . 138 ¢ 


Die allgemein etwas tiber den theoretisch geforderten Zahlen 
liegenden Werte erkléren sich vermutlich dadurch, dafi das Oxydul 
sich zum Teil hydratisch abscheidet. 

Ist nach mehreren Tagen keine Reduktion mehr festzustellen, 
so wird das Kupferoxydul abgesaugt und die waéBrig-alkoholische 
Flissigkeit im Vakuum eingeengt. Bei hinreichender Konzentra- 
tion tritt eine 6lige Abscheidung des Phenylglyoxals ein, beim 
Erkalten erstarrt oft der ganze Kolbeninhalt zu einem Kuchen 
des Ketoaldehyds. Wir fanden es jedoch im allgemeinen besser, 
das Konzentrat mit viel Ather zu versetzen, also den Aldehyd 
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auszuschitteln. Dann gibt man zu der Atherschicht wieder etwas 
Wasser zu und tragt unter Schiitteln solange Caletumearbonat ein, 
bis kein Aufbrausen mehr erfolet. Die freie Essigsaiure wird. so 
sebunden und die Atherschicht wird von der Calciumacetatlésune 
abgehoben. Nach Abdestillieren des Athers wird der Riickstand 
aus Wasser umkrystallisiert und das Phenylglyoxal fast sofort rein 
erhalten. Sehr klemne Anteile eines in Wasser fast unldslichen 
Oligen Nebenproduktes lassen sich durch Filtrieren der heiBen 
Losung trennen. Es gelang uns dieses Nebenprodukt aus Petrol- 
dither in glinzenden Tafelehen zu erhalten, die bei 51° sehmelzen 
und im Gegensatz zum Phenylglvyoxal Fehlingsche Lésung stark 
reduzieren. 

Das Phenylglyoxal tritt, wie wir dies frither vom Methy!l- 
elyoxal beschrieben haben®), ebenfalls mit Acetessigsiiure in Reak- 
tion. Wir haben auf diese Weise das entsprechende aromatische 
Ketol C,H;COCH(OH)CH,COCHS erhalten, das ber 61° sehmilzt. 
Uber seine Kigenschaften und sein Verhalten im Tierkérper 


werden wir demnichst berichten. 
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Enthalt das normale Blut Acetylcholin? 


(Mit Bericksichtigung 
der Arbeit von Kapfhammer und Bischoff’).| 


Von 


H. H. Dale und H. W. Dudley. 


Mit 3 Figuren auf Tafel LI. 


(Aus dem National Institute for Medical Research, Hampstead, London). 


(Der Redaktion zugegangen am 26. Marz 1931.) 


In ihrer Arbeit tuber die Isoherung des Acetylcholins aus 
frischem Rinderblut  beschiéftigen sich Kapfhammer und 
bischoff!) hauptsiichhch mit der Brauchbarkeit und allgemeimen 
\nwendbarkeit ihrer Methode, die auf Ausfillung von Cholin und 
\cetvIcholin als Salze von Reineckeséure beruht. Offenbar ent- 
stehen jedoch aus ihren Befunden Fragestellungen von grofem 
plivsiologischen Interesse, die einige Schwicrigkeiten bieten. Ihrer 
Schitzung nach gewannen sie 28,8mg Acetylcholin pro Liter Blut 
als Remeckat; 7,7 mg pro Liter wurden als reines Goldsalz dar- 
vestellt und analvsiert. 

Diese interessante Beobachtung ist wegen der grofen Aktivitat 
des Acetylcholins und seiner auBerordentlichen Unbestindigkeit 
in Blut schwer zu verstehen. Die starke physiologische Aktivitat 
des Acetyleholins wurde entdeckt von Hunt und Taveau?) und 
austihrhich beschrieben von vielen spiiteren Forschern, unter 
anderen von dem einen von uns (Dale%)|. 

Schon 10-8 mg bewirken, in die Blutbahn einer Watze ein- 
vespritzt, eine merkliche Senkung des arteriellen Blutdruckes. 
Nimmt man das Blutvolumen der Katze als 100 cem an, so er- 
“ibt dies eine Konzentration von 10-7 mg im Liter Blut. /in- 
spritzung von 0,01 mg, entsprechend einer Konzentrationserhohung 
von 0,1] mg pro Liter Katzenblut, hat eine kriftige physiologische 
Wirkung. Wenn auch die Empfindlichkeit des Rindes verschieden 
sein kann von der der Katze, so besteht doch, nach Erfahrungen 
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an einer groben Reihe von Tierarten, kein Grund anzunehmen, 
daB der Unterschied groB sei. Eime eigene Beobachtung an der 
Ziege zeigte, da die Empfindlichkeit dieser Tierart etwa ebenso 
eroB ist wie die der Fleischfresser und Nagetiere. Es ist daher wolt! 
berechtigt anzunehmen, daB Einspritzung von 0,1 mg Acety!- 
cholin pro Liter Blut beim Rind, ebenso wie bei anderen Tieren, 
eine ausgesprochene physiologische Wirkung haben wiirde. Die- 
erscheint aber unglaubhaft, wenn man annimmt, daB schon vorher 
29 me oder selbst nur 12 mg frei im Blut zirkulieren. 

Ferner wird Acetyleholin, wenn man es zum Blut zusetzt, 
so dab es im Plasma gelést wird, sehr rasch zerstért. Das auf- 
fallend schnelle Verschwinden seiner Wirkung fihrte den einen 
von uns zu der Annahme, daB es leicht von einer Blutesterasc 
zerstort wird. Galehr und Plattner’) zeigten in vitro die groBe 
Geschwindigkeit dieser Zerstorung, und Engelhart und Loewi° 
und Matthes®) fanden, daB dies der Wirkung einer Blutesteras: 
zuzuschreiben ist. Setzt man Acetylcholin in einer Menge, wie e- 
von Kapfhammer und Bischoff extrahiert worden ist, dem 
Blute zu, so wird sie selbst bei Zimmertemperatur in 1—2 Minuten 
vollstiindig zerstort. Eine derartige Konzentration an_ freien 
Acetylcholin wiirde, wenn tiberhaupt, nur durch staéndiges Hinzu- 
fiigen aus irgendeiner Quelle, in gleichem Tempo wie die Zer- 
stérung, aufrecht erhalten werden kénnen. Wenn Acetylcholin 
im Blut in der Menge existiert die Kapfhammer und Bischot! 
fanden, muB man daher wegen seiner bekannten Aktivitaét und 
Zersetzlichkeit annehmen, daB es in irgendeiner Verbindung vor- 
kommt oder innerhalb einer fiir dieses undurechlassigen Membran, 
wobei es seine physiologische Wirkung nicht ausiiben kann und vo 
der Blutesterase geschiitzt ist. Es kénnte z. B. innerhalb der roten 
Blutkérperchen aufgespeichert sein und aus diesen frei werden. 
wenn das Blut mit Alkohol vermischt wird, was gleichzeitig dic 
Wirkung der Esterase aufheben wiirde. 

Diese aus den Befunden von Kapfhammer und Bischot: 
entstammende Vermutung, daB Acetylcholin im Blut vorkomm! 
und zirkuliert, aber unter Bedingungen, die es daran verhindern. 
seine Wirkung auszuiiben und zerstért zu werden, hat eine inter- 
essante Beziehung zu unserem Nachweis von seinem Vorkommen 1: 
der Milz und zu unseren neuen Befunden iiber seine Rolle bei de 
Tatigkeit bestimmter Nerven. {Dale und Dudley‘); Dale uni 
Gaddum).!|. Wenn die Beobachtungen von Kapfhamme: 
und Bischoff bestatigt werden kénnten, wiirde sich eine Reily 
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neuer Méglichkeiten fiir die Forschung ergeben. Wir kénnen aber 
in der jetzigen Arbeit nur berichten, da alle unsere Versuche 
einer solehen Bestaétigung ausnahmslos fehlgeschlagen sind. Es 
velang uns niemals, nachweisbare Spuren von Acetyleholin im 
Blut zu entdecken. So unterscheiden sich unsere Ergebnisse nicht 
nur quantitativ, sondern auch qualitativ von denen Kapf- 
hammers und Bischoffs. 

Es schien uns klar, daB Acetylcholin mit Leichtigkeit in ge- 
ringen Blutmengen nachzuweisen ware, wenn frisches Blut nach 
Zusatz einer gewissen Menge Oxalsiure bei einfacher Alkohol- 
extraktion 29 mg Acetylcholin pro Liter ergibt. Gibt 1 Liter 
29 mg, so sollte 1 cem 29 y ergeben. Die biologische Auswertungs- 
methode, deren wir uns bedienen, weist leicht und zuverlissig 
1 y Acetylcholin oder auch weniger nach. Der Extrakt eines ge- 
ringen Bruchteils von 1 cem blut muBte daher die Wirkung des 
Acetyleholins zeigen. Die Verwendung geringer Blutmengen fiir 
diese Experimente verkiirzt die Zeit, die zur Blutentnahme, zum 
Mischen mit Alkohol, Filtrieren und Abdampfen des Alkohols 
notwendig ist. Die so erzielte Beschleunigung des Verfahrens 
sollte die Ausbeute des Acetylcholins vermehren, wenn es vor- 
handen wire. Wir haben nie auch nur eine Spur davon finden 
konnen. In einigen Experimenten haben wir, in Zusammen- 
arbeit mit unserem tierirztlichen Kollegen, Major Dunkin, das 
Blut aus einer in die Jugularvene eines lebenden Rindes oder 
Pferdes eingefiihrten Nadel direkt in den stabilisierenden Alkohol 
laufen lassen. In anderen wurde das so erhaltene Blut sofort mit 
Oxalsiure vermischt, wie in dem Verfahren von Kapfhammer 
und Bischoff, und die Mischung wurde direkt in Alkohol ge- 
vossen. In noch anderen wurde die Oxalsiure dem Alkohol zu- 
sesetzt und das Blut aus der Vene direkt in die Mischung geleitet. 
Da wir fanden, daB Oxalsiure in der von Kapfhammer und 
Bischoff angegebenen Menge nicht geniigte, um die natirliche 
Alkalinitét des Pferde- oder Rinderblutes zu neutralisieren, so 
daB die Alkoholfiltrate deutlich alkalisch blieben, verwandten wir 
in der Mehrzahl unserer Experimente die doppelte Menge Oxal- 
sdure und erhielten ein praktisch neutrales Hxtrakt (vgl. 5. 97.) 
Der Alkohol wurde im Vakuum abgedampft. Die Temperatur 
der kochenden Flissigkeit stieg dabei kaum wher die Labora- 
torlumstemperatur. Die so erhaltene wiBrige Losung wurde ge- 
wohnlich ohne weitere Behandlung der biologischen Priifung 
unterworfen, jedoch in einigen Experimenten wurde nach I[cnt- 
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fernung der Fettsubstanzen durch Ausschiitteln mit Ather, weiter 
nach Kapfhammer und Bischoff mit Trichloressigsiure ge- 
remnigt. Ber der physiologischen Prifung wurden die Loésungen 
in der Regel auf das ursprungliche Blutvolumen verdinnt. Mengen 
bis zu 1 cem Blut zeigten in kemem Falle eme dem Acetylcholin 
ahnliche Wirkung. 1 eem sollte 20—380 » Acetylcholin enthalten; 
es konnte mit absoluter Sicherheit gezeigt werden, daB diese Menge 
In keiem Falle 1» Acetylcholin enthielt und daB die Gegenwart 
von selbst Oly pro Kubikzentimeter héchst unwahrscheinlich: 
war. Zwei mogliche Fehlerquellen mubten bedacht werden. Das 
ursprunglich in der Blutalkoholmischung vorhandene Acetylcholin 
konnte wahrend der Kinengung und der weiteren Behandlung 
verloren gehen; oder es kénnte zwar im fertigen Extrakt noch 
vorhanden sein, seine physiologische Wirkung aber kénnte durch 
die Gegenwart anderer st6renden Substanzen verdeckt bleiben. 
Die zweite Moglichkeit wurde zuerst nachgeprift. ine 0,5 cem 
Blut entsprechende Iixtraktmenge sollte eime 10—15 y Acetvl- 
cholin entsprechende Aktivitiit zeigen. Es zeigte kee derartige 
Wirksamkeit; aber I y Acetylcholn hatte nach Mischung mit 
dem Extrakt seine charakteristische Wirkung, die ebenso deut- 
lich ausgesprochen war, wie die von 1 y Acetyleholin in remem 
Wasser. Die andere Moéglichkeit wurde geprift, mndem wir dem 
Alkohol, der zur Fillung des Blutes verwendet wurde, Acety!- 
cholin in einer Menge von 10 y pro 1 cem Blut zusetzten. Diese 
Mischung wurde gleichzeitig mit den anderen filtriert und ein- 
gedampft; nach Verdinnung auf das urspriingliche Blutvolumen 
fanden wir bei der biologisehen Auswertung, dai es noch 9 7 
AcetyIcholin) pro) Kubikzentimeter entlielt. Ware Acetvlcholin 
ursprunglich im irgendeiner der Blutalkoholmischungen gewesen, 
auch nur ein Hundertstel der Menge, die Kapfhammer und 
Bischoff angeben, so glauben wir nicht, dab es uns entgangen 
ware. 

Wenn auch diese Experimente mit klemen, direkt aus der 
Vene des Jebenden Tieres entnommenen Blutmengen die be- 
dingungen Acetvleholin zu erhalten am = giinstigsten gestalten, 
haben wir doch mehrere Versuche mit groBeren Blutmengen ge- 
macht, die von in wblicher Weise geschlachteten Pferden und 
Rindern gewonnen wurden. Wir haben mehrere dieser Blutmengen 
in gleicher Weise behandelt wie Kapfhammer und Bischoff, 
andere unter Zusatz von einer gréBeren Menge Oxalsiiure, um Alka- 
linitiit des Filtrates zu vermeiden. Andere Blutproben wurden 
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direkt mit dem = vierfachen Volumen 5° piger Trichloressigsiiure 
vermischt, die nach Filtrieren durch Ausschiitteln mit Ather ent- 
fernt wurde, bevor das Filtrat auf die urspriinghche Blutmenge 
eingedampft wurde. In eimem Falle folgten wir so genau wie 
mogich Kapfhammers und Bischoffs Beschreibung ihrer 
iixtraktion mm grobem Mastab. Wir mischten am = Schlachthaus 
25 Liter Rinderblut, entnommen vom sterbenden Tier, zunichst 
nut 40 ¢ in Wasser geloster Oxalsiiture und dann sofort mit 75 Liter 
Alkohol. Weder vor noch nach der darauffoleenden Remigunye 
nuit Trichloressigsdure zeigte das Produkt eine Spur einer acetvl- 
cholinartigen Wirkung. In emem Experment benutzten wir zur 
KKontrolle Sticke frischer Muilz, die dem Pferde, das das Blut 
heferte, entnommen war und extralnerten sie gleichzeitig nach 
denselben Methoden. Wie in unseren friiheren Arbeiten konnte 
die Gegenwart von Acetylcholin leicht in den Milzextrakten nach- 
cewiesen werden, wihrend es in den gleichzeitig gemachten Blut- 
extrakten nicht vorhanden war. 

Es muS betont werden, da die Blutextrakte nicht oline jede 
physiologische Wirkung waren. An der isoherten Darmschlinge 
des Ixaninchens, die wir fiir alle quantitativen Acetylcholin- 
bestimmungen verwenden, verursachten die meisten [xtrakte 
eine voriitbergehende hemmende Wirkung auf die automatischen 
rhvthmischen Bewegungen des glatten Muskels. Dieser [ffekt, 
den viele Gewebsextrakte dieser Art zeigen, ist) wahrscheinlich 
auf Adenosin zurickzufiihren [Szent-Gyorgy und Drury’), 
Aipt')|. Diese Hemmung wird manchmal gefolgt von emer lang- 
samen Steigerung des Tonus und Verstaérkung der Bewegungen. 
Diese Reizwirkung ist von der durch Acetylcholin hervorgerufenen 
canz verschieden. Die Substanz oder Substanzen, die sie auslosen, 
werden anscheinend vollig durch Fallung mit ‘Trichloressigsiure 
entfernt; ihre Wirkung bleibt bestehen nach Atropindosen, welclie 
die Acetvicholinwirkung vollig aufheben. 

Im ganzen haben wir 28 verschiedene [Extrakte aus neun 
verschiedenen Blutproben von Rindern und Pferden nach diesen 
Methoden auf die Anwesenheit des Acetylcholins untersucht, 
immer jedoch mit vollstindig negativen Ergebnissen. 

Nachdem es uns also miblungen war, durch unsere [ixperi- 
mente den Beweis fiir die Gegenwart von Acetylcholin im frischen 
blut zu erbringen, teilten wir Herrn Prof. Kapfhammer unsere 
Resultate mit und baten ihn um Informationen, die moéelicher- 
welse eine Erklarung fiir das verschiedene Resultat unserer und 
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seiner Versuche geben kénnten. Herr Prof. Kapfhammer hat 
unsere Fragen mit der gréBten Freundlichkeit beantwortet; leider 
konnte er uns keine weiteren Einzelheiten seiner Methode mit- 
teilen, die uns erméglicht haben, seine Befunde zu_bestatigen. 
[nsere eigenen Untersuchungen haben wihrend und nach diesem 
Briefwechsel weiterhin nur negative Resultate ergeben. Im Gegen- 
teil war Herr Prof. Kapfhammer so freundlich, uns auf dreierlei 
Art in direkteren Kontakt mit seinen eigenen Befunden zu 
bringen: 

1. schickte er uns Photographien von Kurven, die die phy- 
slologische Wirkung emiger von ihm hergestellten Blutextrakte 
zeigten. Sie stimmten ganz befriedigend, der Wirkungsart und 
Menge nach, mit dem angeblichen Acetylcholingehalt der Extrakte. 

2. sandte er uns eine Probe eines Blutextraktes, dessen Gehalt 
an Acetyleholin er durch ein biologisches Bestimmungsverfahren 
als 15 mg pro Liter ermittelt hatte. Unsere eigene Untersuchung, 
die an dem Extrakt, wie wir ihn nach einigen Tagen empfingen, 
angestellt wurde, ergab nur ein Zehntel dieses Beitrages, d. h. 
1.5 mg pro Liter. Wenn aber auch unser Resultat von dem 
fruheren Befund Prof. Kapfhammers abwich, so zeigte es doch, 
da in seinem Extrakt Acetyleholin nicht nur noch vorhanden 
war, sondern sogar quantitativ mit gewisser Genauigkeit nach- 
gewlesen werden konnte. Eine noch viel kleinere Menge wiirde 
der Untersuchung nicht entgangen sein, wenn sie in irgendeinem 
unserer eigenen Blutextrakte vorhanden gewesen wire. 

3. schickte er uns eine Probe eines Chloroaurats mit der An- 
gabe, es mit seiner Methode aus Rinderblut gewonnen zu haben. 
Kis besteht kein Zweifel, daB es das reine Goldsalz des Acetyl- 
cholins war. 

In dieser Lage zogerten wir mit der Verdffentlichung unserer 
tesultate, ehe wir nicht jede Moglichkeit erschépft hatten, die 
diesen vOlligen Widerspruch erkliren konnte. Nachdem es aber 
Wrede und Keil!) ebenso vollsténdig miblungen ist, die Be- 
funde Kapfhammers und Bischoffs zu bestétigen und sie ihre 
Resultate schon ver6ffentlicht haben, scheint es uns angezeict, 
auch die unsrigen mitzuteilen in der Hoffnung, daB es vielleicht 
einem anderen Forscher gelingt, die Ursachen so verschiedener 
fesultate aufzudeeken, die wir uns noch immer nicht erkliren 
kénnen. Wenn wir auch unter diesen Umstinden nicht wber- 
gzeugt sind, daf Acetyleholin sich praéformiert im Blut findet, 
wie Kapfhammer und Bischoff angeben, so ist weder in dem 
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veroffentlichten chemischen Gang threr Untersuchungen, noch in 
den Einzelheiten, die sie uns brieflich muitteilten, irgendein Faktor 
gu finden, der fur die kiinstliche Entstehung des Esters verant wort - 
lich gemacht werden konnte. 


Experimenteller Teil. 


Versuch 1. Untersuchung von Pferdeblut. 

1 Liter Pferdeblut wurde direkt aus der Jugularvene des Tieres 
in 3 Liter absoluten Alkohol geleitet, dem 10 cem konzentriert« 
Salzsiure zugesetzt worden waren. Nach 2?/,stiindigem Stehen 
wurde die Mischung filtriert. 100 cem des Filtrats wurden im 
Vakuum auf 5 ccm eingeengt, diese reagierten auf Lackmus leicht 
sauer. Sie wurden am Kaninchendarm ausgewertet, und eine 
Dosis von 1lecem (entsprechend 5 ccm Blut) verursachte eine 
langsame Kontraktion nach der auf 8.89 beschriebenen und Fig. | 
illustrierten Art. Keine acetylcholinartige Wirkung wurde beob- 
achtet. 

Fig. 1 zeigt eine Aufzeichnung aus einem Versuch, der hier 
nicht im einzelnen beschrieben wird. Sie zeigt gut die langsame, 
aktivitaétsteigernde Wirkung des Blutextrakts auf den Darm- 
muskel. Der Extrakt, der auf der Figur mit S  bezeichnet ist, 
wurde durch Behandlung einer groBen Menge ganz frischen Rinder- 
blutes (25 Liter) so genau als méglich nach Kapfhammers Vor- 
schrift gewonnen. S bedeutet den Extrakt nach dem Abdampfen 
des Alkohois und Entfernen des Fettes durch Ausschiitteln mit 
Ather, aber vor weiterer Reinigung mit Trichloressigsiure. 1 cem 
Kxtrakt entsprach 12,5 cem Blut; die Dosis also von 0,2 cem, 
deren sukzessive Wirkungen in der Figur zum Ausdruck kommen, 
2.5 ecem Blut entspricht. Fig. la zeigt den Effekt von 2 y Acetyl- 
cholin und dann den von drei aufeinanderfolgenden Dosen von 
je 0,2 cem S. In diesem und allen anderen Fillen bedeutet ( 
einen Ersatz der Badfliissigkeit durch reine yrodelésung. Man 
sieht, daB in diesem Falle die Wirkung sich mit wiederholter 
Dosierung steigert. Dies sieht man hiufig bei Reizeffekten dieser 
Art; nach einer gewissen Anzahl Dosen wird die Wirkung gewohn- 
lich wieder kleiner. Nach Ablauf der in Vig. la gezeigten Vor- 
ginge wurde dem Bad Atropin in einer Konzentration 1:1000000 
zugefugt. Wie Fig. 1b zeigt, hat 0,2 eem S danach immer noch 
semen reizenden Kffekt auf den Darmmuskel, wenn auch die 
Wirkung ein wenig schwicher und langsamer ist als die groBte 
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der fruheren Gaben. Die Wirkung des Acetyleholins war vollig 
ausgeloscht. 

Weiterhin muBh bemerkt werden, dab gewodhnlich, wie auch 
in diesem Falle, eme relativ groBe Menge Blutextrakt n6tig ist, 
win diesen Reizeffekt hervorzurufen. Die dafiir verantwortliche 
Substanz wird durch Remigung mit Trichloressigsiiure entfernt. 
Its handelt sich in jedem Fall um eine relativ komplexe Substanz, 
die keine Beziehungen zu Acetyleholin hat. 

Die Hauptmenge des Blutalkoholgemisches wurde im Vakuum 
auf etwa 250 cem emgedampft. Nach Entfernung des sich ab- 
scheidenden Fettes mit Ather wurde weiter bis zu 25 cem ein- 
vedampft. Dann wurde 20°/sige Trichloressigsiure in gleicher 
Menge zugesetzt. Nach 15stiindigem Stehen wurde der Nieder- 
schlag dureh Zentrifugieren entfernt, die Trichloressigsiure mit 
Ather extrahiert und die Lésung im Vakuum auf etwa 10 cem 
egeengt. Nach Neutralisieren mit Natriumearbonat (Kongorot) 
war das endgiltige Volumen 12,5 cem. Die Loésung hatte nur 
geringe Wirkung auf den Kaninchendarm, die von dem oben 
beschniebenen ‘Typ und nicht acetylcholinartig war. 


Versuch 2. Untersuchung von Rinderblut. 

250 cem Rinderblut wurden direkt aus der Jugularvene des 
Tieres in 750 cem 96°/jigen Alkohol, der 0,4 ¢ Oxalsiéiure*) ent- 
hielt, gegeben. Nach 3 Stunden wurde die Mischung filtriert und 
das Filtrat auf 100 ¢cem konzentriert. Es war gegen Lackmus 
alkalisch. Dann wurde es mit Ather ausgeschiittelt, um das Fett 
zu entfernen. 20 cem dieser Losung wurden zur Entfernung des 
Athers im Vakuum auf 16 cem eingeengt. Nach Zufiigung von 
2 Tropfen 20° iger CaCl,-Lésung, um alles etwa vorhandene 
Oxalat niederzuschlagen, wurde der Extrakt am Kaninchendarm 
ausgewertet und zeigte den langsamen atypischen Reizeffekt, der 
uns schon von friiheren Versuchen bekannt war. Es waren keine 
auffindbaren Spuren von <Acetylcholin vorhanden. Dennoch 
wurde die Mischung weiter gereinigt, und zwar genau nach Kapft- 
hammers und Bisehoffs Vorsehrift durch Trichloressigsiiure 
und weiter durch Fillung mit Reineckesiiure. Weder nach der 
Reinigung mit ‘Trichloressigsiure noch in der aus dem Reineckat 
hergestellten Lésung lie sich Acetylcholin durch die physiologische 
Prifung nachweisen. 

*) Wenn Oxalsiure in dieser Arbeit erwahnt wird, ist stets die gew6hn- 
liche, 2 Molekiile Krystallwasser enthaltende, Substanz gemeint (vgl. S. 7). 
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In der folgenden Versuchsreihe an kleinen Blutmengen (LO com) wurden 
2 Fallungsverfahren verwandt: a) 3 Volumen 96°),iger Alkohol auf 1 Volumen 
Oxalatblut (Kapfhammers und Bischoffs Technik) und b) 4 Volumen 
5° ,iger Trichloressigsaure auf 1 Volumen Blut. 

Folgende Methoden wurden in diesen Experimenten zur Darstellung 
der Extrakte verwandt: 

a) Das Filtrat wurde im Vakuum auf etwa 8 ccm eingeenyt (Wasserbad- 
temperatur 35—37°), 0,15 com 20°/jiger CaCl,-Lésung wurde zum = Nieder 
schlagen etwa vorhandenes Oxalat hinzugefiigt und das Volumen der Losuny 
auf 10cem gebracht (1 ccm Extrakt }ecm Blut). 

b) Das Filtrat wurde 5mal mit je einem Drittel seines Volumens Ather 
ausgeschiittelt. Es reagierte nachdem nur ganz schwach sauer gegen Kongorot. 
Nach Konzentration im Vakuum auf etwa 8 ccm [wie in a)] wurden L bis 
2 Tropfen 8°/,ige Natronlauge hinzugefiigt, um die Reaktion auf Lackmus 
schwach sauer zu gestalten. Das Volumen wurde dann ebenfalls auf 10 cem 
eingestellt. (1 ccm Extrakt Lecm Blut.) 


Versuch 8. Untersuchung von Pferdeblut. 


Das Blut wurde direkt aus der Jugularvene des Tieres entnommen und 
folzende Experimente angestellt: 

a) 1O0cem Blut wurden in 40 ccm 5°/,ige Trichloressigsiure geveben. 

b) 10 cem Blut wurden mit 16 mg in 1 cem Wasser geléster Oxalsiure*) 
versetzt und mit 30 cem 96°/,igem Alkohol vermischt. 

c) Wie b), nur wurde das Blut mit 32 me in 2 ccm Wasser veloster 
(xalsiure vermischt. 

Die Mischungen waren in 2 Minuten nach der Blutentnahme fertig. 

a) wurde nach Istiindigem, b) und c) nach 4stiindigem Stehen bei 
Zimmertemperatur filtriert. Die Filtrate von a) und b) wurden in der schon 
heschriebenen Weise fiir den physiologischen Test vorbereitet. 

Der Extrakt von b) war leicht alkalisch gegen Lackmus, wahrend der 
von ¢c) praktisch neutral war. Das Filtrat von c) wurde auf 5 ccm eingedampft; 
0,5 ¢ Trichloressigsiure wurden darin aufgelést, und nach !/,stitindigem Stehen 
wurde der Niederschlag durch Zentrifugieren entfernt. Nachdem die 'Trichlor- 
essigsiure durch 5maliges Ausschiitteln mit Ather entfernt war, wurde die 
Losung in der iiblichen Weise auf den physiologischen Test vorbereitet. 

Der Icxtrakt von a) war die einzige Losung, die einen Reiz- 
effekt auf den isolierten Kaninchendarm ausiibte. Die Wirkune 
War von ganz anderem Charakter als die des Acetyleholins (vel. 
5. 59), und ist die Gegenwart einer reizenden Substanz in diesem 
Ay = a A . te ae . v* 
txtrakt = wahrschemiich unvollstiindigem  Niedersechlagen — zu- 
zuschreiben, da die Zeitspanne zwischen Fillung und Filtration 
in diesem Falle kurz war. 

Mie. 2 zeigt zunichst den Reizeffekt von 1» Acetyleholin- 
Chlorid (10) das den 15 cem Tyrodelésung, in denen der Darin 


) Das von Kapfhammer und Bischoff angegebene Verhiltnis (\ 
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suspendiert ist, zugefigt wurde. Der nachste Effekt, hervor- 
verufen durch 0,5 cem des Extraktes von Experiment 3 (c), als 
/y,in der Figur bezeichnet, ist reme Hemmung des Darmrhythmus. 
I's sehien moglich, daB Acetylcholin in A, wohl vorhanden, aber 
seine Wirkung durch einen hemmenden Bestandteil unterdriickt 
sel. Um dies zu prifen, wurde weiter 1 y Acetylcholinchlorid 
dem Bad zugefiigt, ohne vorher /Y, zu entfernen. Es hatte eine 
sichtlich gréBere Wirkung als die erste Kontrolldosis von Acetyl- 
cholin. Um diese Méghchkeit weiter auszuprobieren, wurde, nach 
Ubergang in reine Tyrodelésung, eine Mischung von 0,5 cem I, 
und 1 » Acetylcholinchlorid zugefiigt. Dies hatte eine sicher nicht 
ceringere Wirkung als die anfingliche Kontrolldosis Acetylcholin 
oder eine spiter gegebene. Es ist daher sicher, daB 0,5 cem Ivy, 
entsprechend 0,5 cem Pferdeblut, keine erkennbare Menge Acetyl- 
cholin enthalt, unter Bedingungen, die es erlauben wurden, 1 » 
mit Sicherheit und 0,1 y mit groBer Wahrscheinlichkeit nach- 


zuWwelsen. 


Versuch 4. Untersuchung von Pferdeblut: Schicksal des dem Blute 


zugesetzten Acetylcholins. 

Kkinem Pferde wurden sofort nach seiner ErschieBung Blut entnommen 
und folgende Experimente gemacht. 

a) 10cem Blut wurden in 40 cem 5°/,ige Trichloressigsaure gegossen. 

b) 10 cem Blut wurden in ein Reagenzglas gegeben, das 100 y Acety!- 
cholinchlorid in 1 cem Wasser enthielt. Der Inhalt des Glases wurde sofort 
in 40 com 5° ige Trichloressigsiure gegossen. 

¢) 10ccm Blut wurden in ein Reagenzglas gegeben, das 32 mg Oxa! 
siure in 1 com Wasser enthielt. Der Inhalt des Glases wurde dann in 50 ccm 
96° \igen Alkohol gegossen. 

d) 10cem Blut wurden in ein Reagenzglas gegeben, das 32 mg Oxal- 
siiure in 1 cem Wasser enthielt; von dort wurden sie sofort in ein Reagenzglas 
ubergefiihrt, das 1004 Acetylcholinchlorid in 1 ccm Wasser enthielt. Dev 
Inhalt dieses Glases wurde in 50cem 96°/,igen Alkohol gegossen. 

Nach 17stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur wurden die Lésungen 
in der oben beschriebenen Weise auf den physiologischen Test vorbereitet : 
die Extrakte c) und d) waren praktisch neutral gegen Lackmus. 

Es ergaben sich folgende Resultate: 

Kein Acetylcholin lieB sich in den Extrakten von a) und ¢) 
nachweisen, 1/,5 des hinzugegebenen Acetylcholins fand sich in 
dem Extrakt von b) und die Hilfte in dem von d). 

Gleichzeitig mit diesen Experimenten wurden 2 Stickchen 
Pferdemilz von je 20 g¢ Gewicht in ihnlicher Weise behandelt. 
In beiden Extrakten wurden 5 y Acetylcholinchlorid pro Gramm 
Milz gefunden. 
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Versuch 5. Untersuchung von Rinderblut: Schicksal von Acetylcholin, 
das den fallenden Reagenzien zugesetzt wurde. 

Ungefaihr 60 ccm Rinderblut wurden aus der Jugularvene des Tieres in 
eine kleine Flasche gefiillt, diese Operation dauerte etwa 1 Minute. 

Je 10 cem davon wurden folgenden Fliissigkeiten zugesetzt: 

a) 40 ccm 5°/,ige Trichloressigsaure. 

b) 40 cem 5°/jige Trichloressigsaure, der 100 Acetylcholinchlorid in 
| com Wasser zugesetzt waren. 

c) 1 ecm Wasser, enthaltend 32 mg Oxalséiure. Diese Mischung wurde 
sofort in 30 ccm 96°/,igen Alkohol gegossen. 

d) 1 ecem Wasser, enthaltend 32 mg Oxalsiure. Die Mischung wurde 
<ofort in 30 ccm 96°/,igen Alkohol gegossen, dem vorher 100 y Acetylcholin- 
chlorid in 1 cem Wasser zugesetzt waren. 

Das Mischen des Blutes mit diesen Reagenzien nahm etwa 1 Minute in 
Anspruch. 

Nach 19stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur wurden die Mischungen 
filtriert und in der wblichen Weise auf den physiologischen Test vorbreitet. 

Die physiologische Auswertung zeigte, da®B die Blutextrakte 
von Versuch a) und c) keine nachweisbaren Spuren Acetylcholin 
enthielten, wahrend in dem [xtrakt von b) nicht weniger als T0° 4, 
in dem von d) nicht weniger als 90°/, des hinzugefiigten AcetyI- 
cholins gefunden wurde. 

Fig. 3 zeigt, daB die Wirkung von 0,5 cem des [xtraktes 
von Experiment 5, a) (in der Figur als 7, bezeichnet, 0,5 cem 
Rinderblut entsprechend) cine einfache Hemmung des Darm- 
rhvthmus darstellt, ahnlich der von Jy, in Fig. 2. Auch hier hat 
| »y Acetylcholinchlorid, das hinzugefiigt wurde, wiihrend der 
nemmende Blutextrakt sich noch im Bad befand, eine entschieden 
vrOBere Wirkung als dieselbe Menge Acetylcholin, vorher zugesetzt, 
allein hatte. Daraus entstand die Vermutung, dai der Extrakt 
eine geringe Menge Acetylcholin enthalten kénnte, die, obwol] 
bei der Anwesenheit der Hemmungssubstanz zur Entfaltung ihrer 
eigenen Wirksamkeit nicht ausreichend, ihr Effekt durch eine 
Verstirkung der Wirkung der gréBeren folgenden Dosis (1 ) 
zeigte. Die drei folgenden Kurven in Fig. 8 stiitzen jedoch diese 
Vermutung nicht, weil die Zugabe von 0,1 y Acetylcholinchlorid 
offenbar die Wirkung des spiter hinzugegebenen 1 y in dieser 
Weise nicht verstarkt. 

Wieder leuchtet es ein, daB 0,5 cem T, Acetylcholin in erkenn- 
barer Menge nicht enthalt unter Bedingungen, die den Nachweis 
von 1 y mit Sicherheit und den von 0,1 y mit groBer Wahr- 
scheinlichkeit erlauben wiirden. 
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Die irgebnisse der I:xperimente 4 und 5 zeigen die groBe Ge- 
schwindigkeit, mit der Acetvicholin im Blut zerstért wird. Obwoh! 
in Versuch 4, d) nur 2—3 Sekunden vergingen zwischen der 
Mischung des Blutes mit) Acetylcholin und der Fallung, wurden 
nur 50°, des Acetvleholins im Extrakt wiedergefunden, wahrend 
in dem entsprechenden Experiment 5 d), in dem das Acetyleholin 
dem zur Fallung verwandten Alkohol zugesetzt wurde und daher 
nicht der Wirkung der Blutesterase unterworfen war, 90°/, ge- 


funden wurden. 


Versuch 6. 
Unbestandigkeit des Acetylcholins in 5°/, iger Trichloressigsaure. 

Der weitere Verlust von Acetylcholin, den Experiment 5 b) 
zeigt, kommt daher, da®B diese Substanz in verdinnter Losung 
in 5°/jiger Trichloressigsiure nicht stabil ist, wie folgendes Ex- 
periment Zeit. 

Zu 40 com 5°/oiger Trichloressigsiure wurden 100 y Acetyl- 
¢cholinchlorid in’ 1 cem Wasser zugesetzt. Nach 19stiindigem 
Stehen bei Zimmertemperatur wurde die Lésung mit Ather aus- 
veschittelt und in der tblichen Weise weiterbehandelt. Die 
phystologische Untersuchung zeigte, dab 60°/, des Acetylcholins 





verschwunden war. 


Versuch 7. Die Unbestandigkeit des Acetylcholins in Kapfhammers 
Reinigungsverfahren mit Trichloressigsaure. 


| Liter Blut wurde sofort nach Tétung eines Pferdes entnommen. Es 
wurde mit 1.6¢ in 25 cem Wasser geléster Oxalsiure vermischt und die 
Mischung in 8 Liter 96°/,igen Alkohol gegossen. 

Nach 19stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur wurde filtriert und 
das Filtrat auf 100 cem im Vakuum eingeengt. Seine Reaktion war alkalisch 
vegen Lackmus. Kein Acetylcholin lieB sich in dieser Lésung physiologisch 
nachweisen. Das Volumen wurde darauf im Vakuum auf 30 cem reduziert. 
Nachdem es mit Trichloressigsiure auf leicht saure Reaktion gegen Lackmus 
eingestellt worden war, wurden 11,3 mg Acetylcholinchlorid in 2 cem Wasser 
zugefiivt, ferner wurde eine dem Gesamtvolumen gleiche Menge 20°/,ige Tri- 
chloressigsiure (34 cem) hinzugesetzt. Die Mischung stand 18 Stunden, 
wurde dann zentrifugiert, um den Niederschlag zu entfernen. Von den 55 ecm 
dekantierter Fliissigkeit wurden 10 cem 5mal mit Ather ausgeschiittelt. Nach 
Hinzugabe von 5 ecm Wasser wurde die Lésung im Vakuum (Wasserbad- 
temperatur 35—40°) auf 8 cem eingeengt und wurde durch Zusatz von NaOH - 
Losung auf ssliwe oh seue Reskiion gegen Lackmus eingestellt.. Das Volumen 
wurde fiir die physiologische Auswertung auf 10 ccm erganzt (A). 

Der Rest der zentrifugierten Fliissigkeit (45 cem) wurde 2mal mit 15 ccm 


Ather ausgeschittelt. Die gegen Kongorot noch stark saure Flissigkeit wurd 
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im Vakuum auf 10 ccm eingeengt. Dabei schied sich eine gewisse Menge 
fester Substanz ab. Das Ganze wurde dann mit Wasser auf das urspriingliche 
Volumen verdiinnt (45 ccm) und ein Teil (10 cem) wurde 3mal mit Ather 
ausgeschiittelt und wie A auf den physiologischen Test vorbereitet (B). 

Die physiologische Auswertung zeigte, da 43°/, des hinzu- 
cefiigten Acetylcholins in (A) verloren gegangen waren und 388°), 
in (B). Da die Genauigkeit der physiologischen Auswertung ge- 
wohnlich 5—10°/, betrigt, so zeigt dieses Ergebnis, daB der Ver- 
lust an Acetyleholin bei der Reimgung mit Trichloressigsiiure 
(nach Kapfhammer und Bischoff) wihrend des Stehens der 
Lésung bei Zimmertemperatur entsteht. Wenn auch der Extrakt 
nach dem von ihnen beschriebenen Ausschiitteln mit Ather noch 
sehr sauer ist, entsteht doch kein Verlust an Acetyleholin wiihrend 
des Einengens, wenigstens nicht bei kleinen Fliissigkeitsmengen. 

Aus Versuch 6 und 7 geht hervor, da Acetylehoin in Tri- 
chloressigsiurelésungen von 5°/) und mehr unstabil ist, und es ist 
wahrscheinlich, daB ungefiihr die Hialfte des Acetylcholins in einem 
Gewebsextrakt bei der Reimigung mit Trichloressigsiiure in der 
von Kapfhammer und Bischoff beschriebenen Weise verloren 
gehen kénnte. Die tatsichlich durch ihr Verfahren isolierte Menge 
wiirde also nur einen Teil des im urspriinglichen Extrakte ent- 
haltenen Acetylcholins darstellen 

DaB Wrede und Keil die Unbestiindigkeit des Acetylcholins 
in Trichloressigsiureldsungen nicht fanden, hegt, soweit man es 
beurteilen kann, wohl daran, dab ihr physiologisches Auswertungs- 
verfahren erheblich weniger empfindlich war als das unserige. 


Versuch 8. Die Reaktion der nach Kapfhammers und Bischoffs 
Verfahren hergestellten Blutextrakte. 

Wurde Oxalsiiure in den Mengen, die, wie wir annalimen, 
Kapfhammer und Bischoff vorschrieben, absolut frischem 
Blut zugesetzt und die Mischung sofort in die dreifache Menge 
Y6°/,igen Alkohol gegossen, so waren die daraus entstehenden 
xtrakte, wie oft bemerkt wurde, nach Abdampfen des Alkohols 
im Vakuum gegen Lackmus alkalisch. Eine alkalische Reaktion 
ist natiirlich der Erhaltung des Acetylcholins ungiinstig und wir 
erfuhren in unserem Briefwechsel mit Herrn Prof. Kapfhammer, 
daB seine Extrakte, die unter sichtlich gleichen Bedingungen 
gewonnen waren, deutlich sauer reagierten. Wir hatten an- 
genommen, daB die von Kapfhammer und Bischoff verwandte 
Oxalsiure die im Laboratorium gewohnlich befindliche, 2 Mol. 
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Krystallwasser enthaltende Substanz war. Wir haben inzwischen 
von Prof. Kapfhammer erfahren, da er die wasserfreie Siure 
verwandte. Unserer Erfahrung nach ist jedoch der so entstehende 
geringe Mehrbetrag an Oxalsiéure nicht geniigend, um einen sauren 
Eixtrakt aus ganz frischem, sofort gefailltem Blut herzustellen. 
Wir haben in den meisten unserer Experimente die doppelte Menge, 
die Kapfhammer und Bischoff vorschreiben, als hydrierte 
Siiure gewogen, zugefiigt. Das heferte uns anniihernd neutrale 
oder gegen Lackmus ganz leicht saure iixtrakte. 

In einem Versuch wurde eine Blutmenge nach Zusatz von 
(wasserhaltiger) Oxalsiure, in der von Kapfhammer angegebenen 
Menge, in 2 Teile verarbeitet, von denen der eine sofort und der 
andere nach I stiindigem Stehen mit dem 3fachen Volumen Alkohol 
versetzt wurde. 

Der Extrakt des sofort gefillten Blutes war wie iiblich gegen 
Lackmus alkalisch, wihrend der andere von dem Blut, das 1 Stunde 
vestanden hatte, praktisch neutral war. 

Wir dachten, daB diese Beobachtung vielleicht zur Erklarung 
des Widerspruches zwischen unseren Ergebnissen und denen 
Kapfhammers und Bischoffs beitragen kénnte. Es bestand 
die wenn auch kleine Méglichkeit, da8 Acetylcholin im Blut sofort 
nach der Gewinnung unauffindbar sei, daB aber eine postmortale 
Veriinderung nach einem geringen Zeitlauf eintreten und zum 
Erscheinen von Acetylcholin im Extrakt fihren kénne. Um diese 
Moglichkeit zu priifen, wurde folgender Versuch gemacht. 

100 ccm Blut, die einem Pferde sofort nach seiner ErschieBung 
entnommen waren, wurden mit 2 cem 8°/,iger (wasserhaltiger 
Oxalsiiureldsung vermischt. 

Sofort und in Absténden von 5 Minuten wurde 50 Minuten 
lang je 10 cem des Blutes 30 cem 96°/,igem Alkohol zugesetzt. 
Nach 15stiindigem Stehen wurden die Extrakte in der wblichen 
Weise auf die physiologische Auswertung vorbereitet. In keinem 
der Extrakte lieB sich Acetylecholin nachweisen. Die px der Ex- 
trakte wurde mit einer groben kolorimetrischen Methode ge- 
messen. Sie betrug 7,8 in der sofort gefallten Probe, 7,4, 7,2 ,7,2, 
7,0, 7,0 in den nach 10, 20, 35, 40 und 50 Minuten gefillten 
Proben. Diese Werte sind nur angenihert richtig und das Phi- 
nomen wird spiter mit gréBerer Genauigkeit untersucht werden. 
Sie zeigen dennoch, wie die Reaktion sich andert gemiB dem 
Zeitverlauf zwischen Blutentnahme und Fallung. 














Kin entsprechender Versuch mit Blut, das direkt aus der 
Jugularvene eines Rindes entnommen war, indem das mit Oxal- 
siure versetzte Blut sofort und nach 10, 20 und 30 Minuten gefallt 
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wurde, zeigte ebensowenig die Gegenwart von Acetylcholin. 


Dem Herrn Dr. L. Matthes verdanken wir 


lichste Hilfe bei der Ubersetzung dieser Arbeit. 
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Uber Emulsin. 
IV. Mitteilung}). 
Von 
Burkhardt Helferich und August Schneidmiiller. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Chemfschen Laboratorium der Universitat Leipzig.) 
(Der Redaktion zugegangen am 16, April 1931.) 


DaB Fermente von Siiuren und Laugen zerstért werden, ist 
bekannt. Fur die priparative Gewinnung von /i-Glucosidase aus 
Emulsin schien es uns wichtig, diese ZerstOrung bet wechselnder 
Wasserstoffionenkonzentration genau zu verfolgen, um fiir die 
Haltbarkeit des Ferments unter den verschiedenen Bedingungen 
seiner Reinigung eine sichere Grundlage zu bekommen. Diese 
ist in der vorliegenden Arbeit gegeben. 

Vielleicht kann, bei Fortfithrung dieser Arbeit, aber auch auf 
die chemische Natur der Zerst6rungsreaktion im sauren und alka- 
lischen Gebiet geschlossen werden, so da man Fingerzeige iiber 
die chemische Natur des Ferments selbst erhalt. 

Vorversuche, die mit nur wenig gereinigtem Ferment von Herrn 
Alfred Becker in Greifswald ausgefiihrt wurden, ergaben, daB be- 
stimmte Mengen Séiure oder Lauge (z. B. 1/1099 n-) wechselnde 
Mengen Ferment um so Jangsamer zerstOrten, je mehr Ferment 
gugegen ist. Es wird dies aber, wie die gleichen Vorversuche mit 
reinerem Ferment zeigten, durch eine Art Abfangen von Saure 
bzw. Lauge durch die Begleitstoffe einfacher erklart als durch eine 
Bindung der Fermentspaltprodukte selbst. 

Dies sehr viel reinere Ferment wurde durch Ultrafiltration des 
, Rohferments*?) hergestellt. Fiinfmalige Ultrafiltration ergab ein 
Priparat von /-Glucosidasewert*) etwa 7,0. 


1) IIT. Mitt., Diese Z. 189, 273 (1930). 
2) R. Weidenhagen, Z. d. Ver. d. Deutschen Zuckerindustrie 79, 591 


(1929). 
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Versuchstechnik. 

0,5 g dieses Ferments wurden in etwa 70 cem Wasser gelést, 
durch mehrfaches Filtrieren (gew. Filter) die Lésung geklart und 
im MeBkolben auf 100,0 cem aufgefiillt. 

{indampfen von 10,0 cem dieser Lésung ergab einen Trocken- 
riickstand (konstant getrocknet) von 0,0443 g. 

Fiir jede Versuchsreihe wurden 10,0 cem der Fermentlosung 
mit 70cem der gewiinschten Pufferlésung vermischt und, auf 
100,0 cem aufgefillt, bei 30,09 aufbewahrt. Gleich nach der 
Mischung und dann von Zeit zu Zeit wurde der ,,f-Glucosidase- 
wert’‘ des Ferments in Proben der bei 30,0° aufbewahrten Losung 











fo - Glucostaasewert 
™~ 








Be 


Graphische Darstellung der Tab. 1—7. 


festgestellt. Dazu wurden 5,0 ccm entnommen, durch gecigneten 
Zusatz (genau gemessene Loésung) auf die fiir 6-Glucosidase opti- 
male Wasserstoffionenkonzentration umgepuffert (px = 4,6 bis 
4,7) und 1,0 cem dieser Lésung mit 4,0 cem der Salicinbestimmungs- 
losung! " 3) gemischt. Die Reaktionskonstante k wurde wie in 
der letzten Arbeit!) bestimmt. Nur wurde, um den von Weiden- 
hagen vorgeschlagenen f-Glucosidasewert zu erhalten®), die Salicin- 


1) a. a. O. 
2) a. a. O. 
3) §. 103, Anm. 2. 
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1. Haltbarkeit bei py = 3,5, eingestellt durch m/10-Citrat-Salzsaurepuffer. ') 
Fiir die Bestimmung wurde jedesmal zu 5,0 ccm Probeentnahme 1,9 ccm 
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n/l0-NaOH zugegeben. Demnach g = 0,00321. 





Zeit der Aufbewah- 
rung (Stdn.) bei | £-Glucosidasewert | Ber. aus ¢ (Min.) Os 
30,09 
0 5,8 68 — 0,56 
22,5 2,1 68 — 3,04 
44 1,3 43 — 4,32 
117 OD 58 4.68 
216 0,0 ich 


2. Haltbarkeit bei py = 4,7, eingestellt durch n/10-Natrium-acetat-Essig- 











sdurepuffer.2) Kein Zusatz zur Bestimmung. g = 0,00443. 








0) 5,9 68 -|- 0,40 
27 5,4 68 +- 0,16 
SI 5,0 73 -+- 0,12 

]24 4,5 68 -— 0,40 
220 3,9 68 — 0,80 
365 3,1 60 — 1,76 
508 2,4 60 — 2,36 
868 1,4 60 — 3,48 


3. Haltbarkeit bei pu 








l 








5,9 (m/15-Phosphatpuffer.!) g = 0,00443. 














0 5,9 68 |- 0,40 

25 5,8 68 +- 0,36 

49 5,7 73 +- 0,52 

22 5,5 68 0,20 
217 0,4 60 — 0,20 
361 5,1 60 — 0,36 
505 5,0 60 — (0,44 
865 4,7 60 — 0,60 

4. Haltbarkeit bei py = 7,1 (m/15-Phosphatpuffer).!) Fur die Bestimmung 


wurde jedesmal zu 5,0ccm Probeentnahme 0,15 ccm n/10-HCI zugegeben. 
Demnach g = 0,00430. 











0 5,9 68 +- 0,32 
25 5,9 68 +- 0,32 
49 5,9 68 +- 0,32 
22 5,8 68 + 0,28 
217 5,8 60 — 0,12 
361 5,7 60 — 0,16 
1) Sérensen, Biochem. Z. 21, 167 (1909). 
*) Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration. 1. Aufl. 
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5. Haltbarkeit bei pq = 8,2 (n/10-Glykokoll-Natronlaugepuffer).!) Zur Be- 
stimmung wurde jedesmal zu 5,0 ccm Probeentnahme 0,15 cem n/10-HCl zu- 
gegeben. Demnach g = 0,00430. 








Zeit der Aufbewah- 
rung (Stdn.) bei | £-Glucosidasewert | Ber. aus ¢ (Min.) Os 
30,0° 
0 5,9 68 | 0,36 
24 5,0 68 0,16 
45 4,6 66 0,40 
122 4,0 68 0,80 
215 3,4 57,25 ~- 1,72 
359 2,9 60 ~ 2.00 
503 2,5 60 2.40 
863 2,2 60 2,64 











6. Haltbarkeit bei py = 9,5 (Puffer wie bei 5). Bestimmungszusatz zu 5,0 ccm 
Entnahme 0,9 cem n/10-HCl. Demnach g = 0,00376. 














0 5,9 68 — 0,08 
23 2,5 s1 1,96 
45 1,6 68 3,28 

118 0,7 68 4,32 
214 0,4 60 — 4,72 
360 0,0 -— — 


7. Haltbarkeit bei py = 11,0 (Puffer wie bei 5). Zusatz zu 5,0 com Entnahme 
1,6 cem n/10-HCl. Demnach g = 0,00336. 


0 5,9 68 0,40 
22 0,7 68 - 4,36 
44 0,5 bi — 4,80 
120 0,0 — — 
konzentration erhdht. Anfangsdrehung — 5,249; Hnddrehung 


| . PE 
a 240°"). 
] 


f-Glucosidasewert = ,, . 
Zeitwert * gz 


: = log 2 
Zeitwert (= Zeit bis zu 50°/, Spaltung) = — : - 
Alle Wasserstoffionenkonzentrationen wurden nicht nur be- 
rechnet sondern (kolorimetrisch) kontrolliert. 
Aus dem Abfall der Wirksamkeit des Ferments liBt sich weder 
lim alkalisechen noch im sauren Gebiet eine Reaktionskonstante 





1) a. a. O. 
| 2) Die in dieser Arbeit verwandte Salicinkonzentration war — versehent- 
| lich = -{ noch um etwa 5°/, héher als die von Weidenhagen vorgeschlagene 


(3,972 g auf 100 ccm Lésung). Es indert dies die gefundenen /-(Clucosidase- 
werte um einige Zehntel. 
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erster Ordnung errechnen. Stets ist die Inaktivierungsgeschwindig- 
keit des Ferments im Anfang gréBer als im weiteren Verlauf und 
am SehluB der Reaktion. 

Aus den Kurven geht klar hervor, daB das Ferment beim 
Neutralpunkt bei weitem am haltbarsten ist. Nahe daran, im 
alkalischen und im sauren Gebiet, ist der Abfall zwar nur langsam. 
Wahrscheinlich spielen hierbei aber die ,,schiitzenden* Begleit- 
stoffe, die sicher noch in erheblicher Menge vorhanden sind, eine 
wesentliche Rolle. Es scheint uns sehr wahrscheinlich, daB die 
Empfindlichkeit reinerer Fermente, die ja nicht nur bei den Glucosi- 
dasen beobachtet ist, zum groBen Teil auf die Empfindlichkeit 
gegeniiber einer vom Neutralpunkt abweichenden Wasserstoff- 
ionenkonzentration zurickgefiihrt werden muB. 

Daraus wiirde sich fiir die Fermentreinigung ergeben, daB 
nur peinlich ,,neutrale‘’ Reagenzien und Loésungsmittel, zum 
mindesten von einem gewissen Stadium der Reinigung an verwandt 
werden diirfen. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sind wir 
fiir Unterstiitzung zu ergebenstem Dank verpflichtet. 














Fig. 1. Fig. 2. 
Phyllobombycin Phyllobombycin 
von Seidenraupenkot. von Totenkoptraupenkot. 





» 


Pigsca: Fig 4 


Phyllobombycinester, Phylloerythrinester, 





mit Penicillium glaucum gewonnen, 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Bd. CXNCVIIE. Tafel 1. 
Zu Hans Fischer und Albert Hendschel, Uber Phyllobombyecin 
und den biologischen Abbau der Chlorophylle’. (Seite 33 ) 
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